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Hitro širjenje bakterijske odpornosti proti uveljavljenim protibakterijskim učinkovinam 
predstavlja eno izmed največjih groženj za javno zdravje. Bakterijski topoizomerazi tipa IIA, 
DNA-giraza in topoizomeraza IV, sta esencialna ter evolucijsko visoko ohranjena encima, 
ki katalizirata topološke spremembe in ohranjata integriteto DNA med podvojevanjem ter 
prepisovanjem. Fluorokinoloni delujejo na podenoto A DNA-giraze (GyrA) in podenoto C 
topoizomeraze IV (ParC), ki sta odgovorni za cepitev ter ponovno združitev verig bakterijske 
molekule DNA. Zaradi razvoja bakterijske odpornosti proti fluorokinolonom se raziskave 
vse bolj usmerjajo na podenoto B DNA-giraze (GyrB) in podenoto E topoizomeraze IV 
(ParE), ki s hidrolizo molekule ATP zagotavljata energijo za delovanje podenot GyrA in 
ParC ter predstavljata še neizkoriščeno tarčo protibakterijskih učinkovin.  
Pri eksperimentalnem delu magistrske naloge smo načrtovali in sintetizirali nove ATP-
kompetitivne zaviralce DNA-giraze in topoizomeraze IV. Sintetiziranim spojinam je skupen 
osnovni skelet benzo[d]tiazol-6-karboksilna kislina, na katerega imajo na mesto 2 pripet 3-
kloro-4-bromo-5-metil-1H-pirol-2-karboksamid ali 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-
karboksamid. Spojine z vezanim 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksamidom se med 
seboj razlikujejo po strukturi substituenta, ki je vezan na amidno skupino (N-etil, N-
ciklopropil, N-izopropil in N-(2-metoksietil)). Spojine 7, 13, 23, 24 in 25 so bile testirane na 
rekombinantni DNA-girazi ter topoizomerazi IV iz bakterij Escherichia coli in 
Staphylococcus aureus. Kot najmočnejši zaviralec se je v encimskem testu izkazala spojina 
13, ki ima na osnovni skelet vezan 3-kloro-4-bromo-5-metil-1H-pirol-2-karboksamid, na 
amidni skupini pa nima vezanega nobenega substituenta. Spojina 13 je izkazala dobro 
zaviralno delovanje na DNA-girazo iz bakterije E. coli (IC50, < 10 nM) in na DNA-girazo iz 
bakterije S. aureus (IC50, 15 nM), prav tako pa je delovala zaviralno tudi na topoizomerazo 
IV iz bakterije S. aureus, in sicer v nanomolarnem koncentracijskem območju (IC50, 90 nM). 
Spojinam 7, 13, 23, 24 in 25 smo določili tudi protibakterijsko delovanje na po Gramu 
pozitivnih bakterijskih sevih Staphylococcus aureus in Enterococcus faecalis ter na po 
Gramu negativnih sevih Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella 
pneumoniae in Escherichia coli. Spojine so izkazale močnejše delovanje proti po Gramu 
pozitivnim kot proti po Gramu negativnim bakterijam. Rezultati magistrske naloge 
predstavljajo pomemben doprinos k razumevanju strukturnih zahtev za protibakterijsko 
delovanje zaviralcev DNA-giraze in topoizomeraze IV. 
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Ključne besede: bakterijska odpornost, benzotiazoli, DNA-giraza, protibakterijska 
učinkovina, topoizomeraza IV 
ABSTRACT 
 
Rapid development of resistance of the most prevalent bacterial pathogens to antibacterial 
drugs is one of the major threats to public health. Bacterial type IIA topoisomerases, DNA 
gyrase and topoisomerase IV, are essential and highly conserved enzymes that catalyze 
topological changes and maintain DNA integrity during replication and transcription. 
Fluoroquinolones act on subunit A of DNA gyrase (GyrA) and subunit C of topoisomerase 
IV (ParC), which are responsible for breakage and reunion of DNA double strand. Due to 
the development of bacterial resistance against fluoroquinolones, research is increasingly 
focused on the subunit B of DNA gyrase (GyrB) and subunit E of topoisomerase IV (ParE), 
which provide energy for GyrA and ParC activity by hydrolysis of the ATP molecule and 
represent an unexploited target of antibacterial drugs.  
In the experimental part of this master's thesis, we designed and synthesized new ATP-
competitive inhibitors of DNA gyrase and topoisomerase IV. The synthesized compounds 
possessed benzo[d]thiazole-6-carboxylic acid scaffold, to which 3-chloro-4-bromo-5-
methyl-1H-pyrrole-2-carboxamide or 3,4-dichloro-5-methyl-1H-pyrrole-2-carboxamide is 
attached at position 2. Compounds with 3,4-dichloro-5-methyl-1H-pyrrole-2-carboxamide 
differ in the structure of the substituent attached to the amide group (N-ethyl, N-cyclopropyl, 
N-isopropyl and N-(2-methoxyethyl)). Compounds 7, 13, 23, 24 and 25 were tested for their 
inhibitory activities on recombinant DNA gyrase and topoisomerase IV from Escherichia 
coli and Staphylococcus aureus. The most active compound in the enzyme assay was 
compound 13, which has the 3-chloro-4-bromo-5-methyl-1H-pyrrole-2-carboxamide bound 
to the central scaffold and unsubstituted amide group. Compound 13 displayed potent 
inhibitory activity on DNA gyrase from E. coli (IC50, < 10 nM) and on DNA gyrase from S. 
aureus (IC50, 15 nM), and it also exhibited inhibitory activity on topoisomerase IV from S. 
aureus in the nanomolar concentration range (IC50, 90 nM). Compounds 7, 13, 23, 24 and 
25 were also tested for their antibacterial activity against Gram-positive bacterial strains 
Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis and against Gram-negative bacterial 
strains Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae and 
Escherichia coli. The compounds exhibited stronger antibacterial activity against Gram-
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positive bacteria than against Gram-negative bacteria. The results of this master's thesis 
make an important contribution to understanding the structural requirements for the 
antibacterial activity of DNA gyrase and topoisomerase IV inhibitors.  
Keywords: antibacterial drug, bacterial resistance, benzothiazole, DNA gyrase, 






























Å    ångström 
ADP    adenozin-5'-difosfat 
ADPNP   adenozin 5'-(ß,γ-imino)trifosfat   
ATP    adenozin-5'-trifosfat 
ATPaza   adenozin trifosfataza 
CDCl3   devterirani kloroform 
CTD    C-končna domena (angl. C-terminal domain) 
DKM    diklorometan 
DMF    N,N-dimetilformamid 
DMSO-d6  devterirani dimetilsulfoksid 
DNA    deoksiribonukleinska kislina 
d    dublet 
dd    dublet dubleta 
dt    dublet tripleta 
ESI  ionizacija z razprševanjem raztopin v električnem polju (angl. 
Electrospray Ionisation) 
EtOAc   etilacetat 
GyrA    podenota A DNA-giraze 
GyrB    podenota B DNA-giraze 
GyrB24   24 kDa N-končni del GyrB 
GyrB43   43 kDa N-končni del GyrB 
Hex    heksan 
HPLC  tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. High Performance 
Liquid Chromatography) 
HR-MS  masna spektrometrija visoke ločljivosti (angl. High Resolution Mass 
Spectrometry) 
IC50    koncentracija zaviralca, ki zmanjša delovanje encima za polovico  
iPr    izopropil 
IUPAC  mednarodno združenje za čisto in uporabno kemijo (angl. The 
International Union of Pure and Applied Chemistry) 
J    sklopitvena konstanta 
Magistrska naloga  Manca Žankar 
XII 
 
m    multiplet 
MeOH   metanol 
MF    mobilna faza 
Mr    molska masa 
MIC    minimalna inhibitorna koncentracija 
MRSA  proti meticilinu odporni Staphylococcus aureus (angl. methicillin 
resistant Staphylococcus aureus) 
MS    masna spektrometrija 
NBTI  novi zaviralci bakterijske topoizomeraze (angl. novel bacterial  
topoisomerase inhibitors) 
NCS    N-klorosukcinimid 
NMR    jedrska magnetna resonanca (angl. Nuclear Magnetic Resonance) 
p   pentet 
ParC    podenota C topoizomeraze IV 
ParE    podenota E topoizomeraze IV 
Pi   fosfat 
PLC  preparativna kromatografija (angl. Preparative Liquid 
Chromatography) 
PMBCl   para-metoksibenzil klorid 
ppm    število delcev na milijon (10-6) 
q    kvartet 
Rf    retencijski faktor 
s    singlet 
SAR  odnos med strukturo in delovanjem (angl. structure-activity 
relationship) 
t    triplet 
t-BuONO   terc-butilnitrit 
td   triplet dubleta 
THF   tetrahidrofuran 
TLC    tankoplastna kromatografija (angl. Thin Layer Chromatography) 
TOPRIM   domena topoizomeraza-primaza  
topoIV   topoizomeraza IV 
tt   triplet tripleta 
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VRE  proti vankomicinu odporni enterokoki (angl. vancomycin resistant 
Enterococcus) 
WHD    domena krilate vijačnice (angl. winged helix domain) 
δ    kemijski premik  
 




1.1. PROTIBAKTERIJSKE ZDRAVILNE UČINKOVINE 
Za enega največjih znanstvenih dosežkov štejemo odkritje protibakterijskih učinkovin, ki je 
povzročilo korenito spremembo sodobne medicine (1). Protibakterijska učinkovina je 
naravni produkt mikroorganizmov ali polsintezni derivat (t.i. antibiotik) oziroma sintezna 
spojina (t.i. kemoterapevtik), ki deluje zaviralno na razmnoževanje ter rast drugih 
mikroorganizmov ali jih neposredno uničuje in se uporablja za zdravljenje bakterijskih 
okužb (2, 3). Cilja terapije s protibakterijskimi učinkovinami sta selektivna toksičnost za 
bakterijo in njen netoksičen oziroma minimalno škodljiv učinek na človeški organizem. 
Delovanje protibakterijskih učinkovin temelji na razlikah med prokariontsko (bakterije) in 
evkariontsko celico (sesalci) (4).  
 
Protibakterijske učinkovine delujejo po različnih mehanizmih: (i) ß-laktami, glikopeptidi in 
bacitracin delujejo zaviralno na biosintezo bakterijske celične stene, (ii) makrolidi, 
linkozamidi, kloramfenikol, streptogramini in oksazolidinoni se vežejo na podenoto 50S 
bakterijskega ribosoma, tetraciklini, gliciklini in aminoglikozidi pa na podenoto 30S ter 
preprečujejo biosintezo proteinov, (iii) kinoloni in rifampicin onemogočajo sintezo 
nukleinskih kislin, (iv) polimiksini in daptomicin ovirajo delovanje celične membrane ter (v) 
sulfonamidi in trimetoprim delujejo zaviralno na celični metabolizem (3, 5, 6). 
1.2. BAKTERIJSKA ODPORNOST 
Po opredelitvi Svetovne zdravstvene organizacije velja v 21. stoletju bakterijska odpornost 
za eno izmed treh največjih groženj javnemu zdravju. Med najbolj problematične odporne 
patogene bakterije spadajo proti vankomicinu odporni enterokoki (VRE), proti meticilinu 
odporni Staphylococcus aureus (MRSA) ter nekatere po Gramu negativne bakterije, kot so 
Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae in Pseudomonas 
aeruginosa, ki so odporne proti večini protibakterijskih učinkovin (1). 
Nezadostnost učinkovitih protibakterijskih učinkovin na trgu je predvsem posledica njihove 
napačne uporabe (neustrezno predpisovanje ali jemanje, preventivna uporaba v veterini) in 
manjšega števila novih odobrenih učinkovin. Množična in velikokrat nesmotrna uporaba 
protibakterijskih učinkovin povzroča selekcijski pritisk, zaradi katerega pospešeno nastajajo 
oziroma rastejo odporni bakterijski sevi (1). Zmanjšana učinkovitost protibakterijskih 
učinkovin vodi v povečano obolevnost in umrljivost, povečana neuspešnost zdravljenja pa 
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v podaljšano hospitalizacijo in večje stroške. Dolgotrajnejša uporaba protibakterijskih 
učinkovin, še posebej širokospektralnih, lahko zelo spremeni tudi normalno mikrobno floro 
v črevesju in tako postanejo posamezniki dovzetni za oportunistične okužbe (4). Enega od 
pristopov v boju proti bakterijski odpornosti predstavlja odkrivanje novih protibakterijskih 
učinkovin, ki bodo delovale proti prej neizkoriščenim tarčam, ali učinkovin z novimi 
mehanizmi delovanja na že obstoječe tarče (7). Ključnega pomena so tudi: preudarna in 
racionalna uporaba protibakterijskih učinkovin za omejitev selekcijskega pritiska na 
odporne bakterije, dosledna higiena za preprečevanje njihovega širjenja ter večje zavedanje 
pomena varstva okolja (1, 8). 
Bakterijsko odpornost proti protibakterijskim učinkovinam delimo na naravno (intrinzično) 
in pridobljeno. Značilna zgradba in fiziološke funkcije določenih bakterijskih sevov so vzrok 
za naravno odpornost (npr. odsotnost tarčnega mesta, nezmožnost prehoda nekaterih 
protibakterijskih učinkovin preko zunanje membrane po Gramu negativnih bakterij, 
prisotnost efluksnih črpalk). Pridobljena odpornost se razvije samo pri nekaterih sevih 
znotraj bakterijske vrste ali rodu in jo povzročajo mutacije z delovanjem protibakterijskih 
učinkovin povezanih genov ali pridobitev zapisa za razvoj odpornosti odgovornih genov s 
prenosom DNA iz druge bakterije (1, 4). Razvoj odpornosti zaradi prenosa genetske 
informacije iz generacije v generacijo (t.i. vertikalni prenos) in od reprodukcije neodvisnega 
prenosa genov med bakterijami (t.i. horizontalni prenos) sta pogostejša kot točkovne 
mutacije (1). Dedni material se lahko med bakterijami izmenjuje s transdukcijo (prenos 
genov opravijo bakterijski virusi – bakteriofagi), transformacijo (vključitev gole DNA iz 
okolice v bakterijski genom) ali konjugacijo (prenos plazmida skozi cevasto tvorbo, 
imenovano pilus) (1, 4). 
Ločimo več mehanizmov bakterijske odpornosti proti protibakterijskim učinkovinam: (i) z 
encimi povzročena inaktivacija ali sprememba strukture protibakterijske učinkovine, (ii) 
obvod tarčne presnovne poti ali prisotnost alternativne presnovne poti encima, ki ga zavira 
protibakterijska učinkovina, (iii) sprememba tarče, (iv) nizka znotrajcelična koncentracija 
protibakterijske učinkovine zaradi zmanjšanega prodiranja spojine skozi bakterijsko celično 
steno ali aktivnega izčrpavanja spojine iz bakterijske celice z efluksnimi črpalkami in (v) 
prekomerna proizvodnja tarče protibakterijske učinkovine (1, 4). Razumevanje mehanizmov 
za razvoj odpornosti je pomembno za načrtovanje novih protibakterijskih učinkovin, pri 
katerih bo verjetnost razvoja odpornosti manjša (1). 
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1.3. MOLEKULA  DNA 
Deoksiribonukleinska kislina (DNA) je nosilka genetskega zapisa za razvoj in delovanje 
živih organizmov. Veriga DNA je dolg, nerazvejan heteropolimer, sestavljen iz niza 
nukleotidov. Posamezen nukleotid je sestavljen iz dušikove organske baze (adenin, citozin, 
gvanin in timin), ogljikovega hidrata (sladkorja deoksiriboze) in fosfata. Molekula DNA je 
sestavljena iz dveh v tridimenzionalno vijačno zgradbo povezanih verig. Strukturno ogrodje 
vsake verige, ki predstavlja zunanji del molekule, tvori izmenjujoče se zaporedje 
deoksiriboze in fosfatne skupine, ki sta povezani s kovalentnimi fosfodiestrskimi vezmi. Na 
strukturno ogrodje so preko N-glikozidnih vezi vezane dušikove organske baze. Slednje so 
obrnjene v notranjost dvojne vijačnice in se medsebojno povežejo z vodikovimi vezmi (9).  
DNA obstaja v linearni ali krožni obliki. Zaprta krožna molekula DNA s kovalentno 
povezanima obema koncema linearne dvojne vijačnice se lahko zvije okoli svoje osi, kar 
vodi v povečanje števila zavojev dvojne vijačnice (t.i. dodatno zvita DNA). Kadar se DNA 
zvije v smeri poteka zavojev dvojne vijačnice, govorimo o pozitivni dodatni zvitosti, kadar 
se zvije v nasprotni smeri, pa o negativni dodatni zvitosti (9). Pozitivno dodatno zvitje 
stabilizira dvoverižno obliko DNA in preprečuje ločitev komplementarnih verig dvojne 
vijačnice, negativno dodatno zvitje pa olajša ločitev verig. Ločitev verig je potrebna, da se 
lahko v DNA kodirana informacija izrazi (tj. prepiše) in podvoji (10). Dodatno zvitje 
omogoča povečanje kompaktnosti molekule DNA (9). 
1.4. DNA-TOPOIZOMERAZE 
DNA-topoizomeraze so družina encimov, ki uravnavajo topološko stanje genoma. Ker 
topologija DNA močno vpliva na temeljne celične procese, vsebuje dedni material vseh 
organizmov genski zapis za te encime (11, 12). Poznamo naslednji skupini topoizomeraz: 
topoizomeraze tipa I in II. Prehod med različnimi topoizomeri molekule DNA dosežejo s 
prehodno cepitvijo ene (tip I) ali obeh (tip II) verig dvojne vijačnice DNA (Slika 1). Vse 
topoizomeraze imajo v katalitičnem mestu tirozinski ostanek. Cepitev DNA se začne z 
nukleofilnim napadom tirozinskega ostanka na fosfodiestrsko ogrodje v molekuli DNA, 
preko reakcije transesterifikacije pa nastane kovalentna fosfotirozinska vez, ki ohranja 
energijo fosfodiestrske vezi in integriteto genetskega materiala (10, 12). Po spremembi 
topologije DNA prosta hidroksilna skupina na drugem koncu razcepljene verige nukleofilno 
napade na fosfotirozinsko vez, kar omogoča ponovno povezavo verig DNA (12). Oba tipa 
topoizomeraz glede na mehanizem cepitve, aminokislinsko zaporedje in izvorni organizem 
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nadalje delimo v družine IA, IB, IC, IIA in IIB (13). Družine encimov so podrobneje 
predstavljene v Preglednici III v Prilogi.  
Topoizomeraze tipa I: Topoizomeraze tipa IA tvorijo kovalentno fosfotirozinsko vez s 
fosfatom na 5' koncu razcepljene verige DNA, nato prenesejo necepljeno verigo skozi 
razcepljeno verigo in na koncu cepljeno verigo ponovno povežejo (14, 15). Sprostijo lahko 
samo negativne dodatne zavoje v molekuli DNA, in sicer v enem katalitičnem ciklu 
odstranijo en negativen dodaten zavoj (16). Za katalitično delovanje potrebujejo dvovalentne 
katione, ne potrebujejo pa visokoenergetskega kofaktorja (17). Nekatere topoizomeraze tipa 
IA lahko razrešijo medsebojno prepletene enoverižne DNA (12). Topoizomeraze tipa IB in 
IC delujejo podobno. Lahko sprostijo tako pozitivne kot tudi negativne dodatne zavoje v 
molekuli DNA in za svoje delovanje ne potrebujejo dvovalentnih kovinskih ionov ter ATP 
(18). Zanje je značilna tvorba kovalentne fosfotirozinske vezi s 3'-končnim fosfatom 
razcepljene verige in omogočanje nadzorovanega vrtenja 5' konca cepljene verige okoli 
intaktne verige (15, 19). Vsako vrtenje sprosti po en dodaten zavoj, v enem katalitičnem 
dogodku pa se lahko zgodi več rotacij molekule DNA (16, 20). 
Topoizomeraze tipa II: Topologijo DNA spreminjajo s sočasno cepitvijo obeh verig dvojne 
vijačnice in kovalentno vezavo na oba 5'-končna fosfata razcepljenih verig, s prenosom 
drugega necepljenega segmenta dvoverižne DNA skozi nastalo prekinitev ter ponovno 
povezavo cepljenih verig (15, 20). Kadar sta segmenta na isti molekuli DNA in v neposredni 
bližini, se sprostita ali uvedeta dva dodatna zavoja, kadar pa sta na različnih molekulah DNA 
ali oddaljena drug od drugega na isti molekuli DNA, se DNA razvozla ali pa se krožni 
molekuli DNA razpleteta (16). Za polno delovanje potrebujejo Mg2+ ione in ATP (15, 18). 
Človeška topoizomeraza II, ki je dobro uveljavljena tarča učinkovin proti raku, in DNA-
giraza ter topoizomeraza IV, ki sta pomembni tarči za protibakterijske učinkovine, spadajo 
med topoizomeraze IIA (13). DNA-giraza je esencialen bakterijski encim in je edinstvena v 
svoji sposobnosti, da lahko uvaja tudi negativne dodatne zavoje v DNA. Pred 
transkripcijskimi kompleksi in podvojevalnimi vilicami odpravlja torzijsko napetost, ki jo 
povzroča pozitivno dodatno zvitje (11, 16, 21). Čeprav lahko topoizomeraza IV sodeluje pri 
nadzoru dodatnega zvijanja DNA, je njena glavna naloga odstranitev vozlov in prepletov, ki 
nastanejo pri rekombinaciji ter podvojevanju (16, 21, 22).  
 




Slika 1. Prikaz delovanja topoizomeraz tipa I in II. Prirejeno po (16). 
 
1.4.1. Struktura DNA-giraze in topoizomeraze IV 
DNA-giraza obsega po dve podenoti giraze A (GyrA) in B (GyrB), ki tvorijo aktivno 
heterotetramerno obliko encima A2B2. GyrA se deli na N-končno domeno, ki je vključena v 
cepitev in ponovno združitev DNA, ter C-končno domeno (CTD), okoli katere se navije 
DNA. N-končna domena podenote GyrA je sestavljena iz domene krilate (angl. winged helix 
domain – WHD) in ovite vijačnice (angl. coiled coil) ter domene »stolp« (angl. tower 
domain) (10, 23). Podenota GyrB sestoji iz N-končne ATPazne domene, odgovorne za 
vezavo in hidrolizo adenozintrifosfata (ATP), domene za prenos signala (angl. transducer 
domain) ter C-končne domene TOPRIM (topoizomeraza-primaza), ki ima vezavno mesto za 
Mg2+ ione in je v interakciji z N-končno domeno GyrA, s katero tvori katalitično jedro, 
potrebno za vezavo DNA (10, 24).  
 
Slika 2. Struktura DNA-giraze. Prirejeno po (25). 
Celotno molekularno strukturo DNA-giraze iz Escherichia coli v kompleksu z dvoverižno 
DNA in zaviralcem gepotidacinom so razrešili s pomočjo krio-elektronske mikroskopije 
(Slika 2) (25). V strukturi DNA-giraze so prisotna tri vrata: ATPazna domena in domena za 
prenos signala sestavljata N-vrata, domena TOPRIM podenot GyrB ter domeni WHD in 
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»stolp« podenot GyrA tvorijo DNA-vrata, ki obsegajo katalitične tirozine, majhen 
krogličast del na konici strukture ovite vijačnice pa sestavlja C-vrata (10, 18, 21). 
Topoizomeraza IV obsega po dve podenoti C (ParC) in E (ParE), ki tvorijo heterotetramerno 
strukturo C2E2. Tako podenoti ParC in GyrA kot tudi ParE in GyrB sta homologni (14).  
Človeška topoizomeraza tipa II ima podobno aminokislinsko zaporedje kot bakterijski 
encimi, vendar ima v nasprotju z njimi podenoti A in B združeni in deluje kot homodimer. 
Ta razlika v strukturi omogoča selektivno ciljanje prokariontske topoizomeraze II s 
protibakterijskimi učinkovinami. Podobnost v strukturi DNA-giraze in topoizomeraze IV 
ponuja izjemno priložnost za razvoj zaviralcev z dvojnim tarčnim delovanjem, proti katerim 
bakterije težje razvijejo odpornost, saj je verjetnost sočasne mutacije na dveh različnih genih 
za odpornost znotraj iste generacije bakterij majhna. Visoka evolucijska ohranjenost 
strukture omenjenih encimov med različnimi bakterijskimi vrstami omogoča razvoj 
širokospektralnih zaviralcev (21, 26 – 28). 
 
1.4.2. Mehanizem negativnega dodatnega zvijanja DNA z DNA-girazo 
Slika 3 prikazuje shemo celotnega katalitičnega cikla DNA-giraze, ki poteka po naslednjih 
korakih: 1.) Pri odprtih N-vratih se segment DNA (vratni ali G-segment, obarvan rdeče) veže 
na DNA-vrata. DNA je ovita okoli C-končnih domen (CTD) GyrA. Giraza brez CTD ne 
more vpeljati negativnih dodatnih zavojev v DNA, lahko pa sprosti tako negativne kot tudi 
pozitivne dodatne zavoje. 2.) C-končni domeni usmerjata drugi segment DNA (transportni 
ali T-segment, obarvan temno rdeče) v prostor med dvema podenotama GyrB. 3.) Po vezavi 
dveh molekul ATP na ATPazni domeni podenot GyrB se N-vrata zaprejo in znotraj podenot 
GyrB se ujame T-segment. 4.) V prisotnosti Mg2+ iona kot kofaktorja topoizomeraza cepi 
G-segment. Sledi odprtje DNA-vrat, kar omogoča prehod T-segmenta skoznje. Na tej stopnji 
ena molekula ATP hidrolizira, posledično sta na GyrB podenoti vezani ena molekula ATP 
in ena molekula ADP (adenozin-5'-difosfat). 5.) Do religacije G-segmenta pride po prehodu 
T-segmenta skozi DNA-vrata in njihovem zaprtju. ADP zapusti kompleks in tretja vrata (C-
vrata) se odprejo ter sprostijo ujeti T-segment. Na koncu hidrolizira še druga molekula ATP 
in C-vrata se zaprejo, N-vrata se odprejo, encim pa je pripravljen na nov cikel. Rezultat 
enega cikla je vpeljava dveh negativnih zavojev v krožno molekulo DNA (10, 13, 29, 30). 




Slika 3. Poenostavljen model mehanizma negativnega dodatnega zvijanja DNA z DNA-girazo. Prirejeno po 
(29). 
1.4.3. ATP-vezavno mesto 
Kompleks med 43 kDa velikim N-končnim fragmentom GyrB (GyrB43) iz bakterije E. coli 
in ADPNP (analogom ATP, odpornim na hidrolizo) predstavlja prvo rešeno kristalno 
strukturo bakterijske topoizomeraze tipa II. GyrB43 v prisotnosti ATP ali ADPNP tvori 
dimer. Vsak monomer vsebuje domeno I (GyrB24), ki sestoji iz osmih ß-ploskev in petih α-
vijačnic, ter domeno II, ki jo sestavljajo štiri ß-ploskve in štiri α-vijačnice, med obema 
monomeroma pa je votlina s premerom 20 Å (31, 32). 
Slika 4 prikazuje interakcije vezave molekule ATP v ATP-vezavnem mestu podenote GyrB 
iz E. coli. Prikazani aminokislinski ostanki pripadajo domeni I, z izjemo aminokislinskega 
ostanka Lys337, ki pripada domeni II. Fosfatni del molekule ATP vstopa preko 
koordinacijskih vezi v interakcijo z Mg2+ ionom, preko vodikovih vezi pa interagira z 
aminokislinskimi ostanki His38, Glu42, Asn46, Lys103, Leu115, His116, Gly117, Val118, 
Gly119 in Lys337. Molekula riboze interagira z aminokislinskim ostankom Gly102 preko 
dveh vodikovih vezi, z aminokislinskim ostankom Tyr5' drugega monomera pa preko ene 
vodikove vezi. Adenin in riboza molekule ATP vstopata v interakcijo z aminokislinskimi 
ostanki Ile78, Ile94 in Val120 preko hidrofobnih povezav. Adenin molekule ATP vstopa 
preko vodikovih vezi v interakcijo z aminokislinskima ostankoma Tyr109 in Tyr5', preko 
kristalne molekule vode pa je z vodikovimi vezmi povezan tudi z Asp73, Gly77 in Thr165 
(31, 32). Aminokislinski ostanki Gly114, Gly117 in Gly119 sestavljajo z glicinom bogato 
zanko, ki tvori pokrov čez ATP-vezavno mesto (24). 
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Glu42 je katalitična baza, ki odvzame proton iz sosednje molekule vode in jo tako aktivira 
za nukleofilni napad na γ-fosfat ATP, pri katerem nastaneta ADP ter anorganski fosfat. 
Sosednji aminokislinski ostanek, His38, stabilizira katalitični glutamat (31, 32). 
 
Slika 4. Interakcije vezave molekule ATP v 24 kDa veliki N-končni domeni GyrB iz E. coli. Zelene črtkane 
črte prikazujejo koordinacijske in vodikove vezi, vijolične neprekinjene krivulje pa hidrofobne interakcije. 
Prirejeno po (31).  
1.5. ZAVIRALCI DNA-GIRAZE IN TOPOIZOMERAZE IV 
Dva glavna mehanizma delovanja učinkovin, ki ciljajo na DNA-girazo in topoizomerazo IV, 
sta: stabilizacija kovalentnega kompleksa med DNA in DNA-girazo/topoizomerazo IV ter 
zaviranje vezave ATP na podenoto GyrB/ParE, s čimer se prepreči hidroliza ATP in s tem 
delovanje encima zaradi nezadostne količine energije (21). 
1.5.1. Stabilizacija kompleksa med DNA in DNA-girazo/topoizomerazo IV 
1.5.1.1. Kinoloni  
Kinoloni so bili odkriti na začetku šestdesetih let prejšnjega stoletja. Prvi primeri učinkovin 
so imeli ozkospektralno delovanje in neugodne farmakokinetične lastnosti. Sčasoma je 
razvoj novih kinolonskih protibakterijskih učinkovin privedel do izboljšanih analogov z 
razširjenim spektrom in visoko učinkovitostjo (Slika 5). Dandanes se kinoloni široko 
uporabljajo za zdravljenje okužb kože, kosti in sklepov ter respiratornih, urinarnih in 
gastrointestinalnih okužb. Kinoloni so sintezne protibakterijske učinkovine s širokim 
spektrom delovanja na po Gramu pozitivne in negativne bakterije, vključno z 
mikobakterijami ter anaerobi (23, 33). Trenutno so edini v terapiji uporabljani zaviralci 
DNA-giraze (podenota GyrA) in topoizomeraze IV (podenota ParC) (21). Lahko delujejo 
bakteriostatično ali baktericidno (21, 34). 




Slika 5. Osnovna struktura kinolonov in naftiridonov. X = CH definira kinolone, X = N definira naftiridone. 
Fluorokinoloni imajo na mestu R6 vezan fluorov atom. Prirejeno po (35, 36).  
Kinoloni stabilizirajo kovalentni kompleks med cepljeno verigo DNA in tirozinskim 
ostankom v aktivnem mestu GyrA/ParC, preprečijo ponovno združitev verige DNA ter 
zaustavijo cikel podvojevanja (37, 38). Baktericidno delovanje ne izvira le iz zaviranja 
podvojevanja DNA, temveč tudi iz ustvarjanja trajnih prelomov kromosoma, sinteze 
pomanjkljivih beljakovin, sprožitve oksidativne poškodbe in mehanizmov celične smrti 
(21). Bakterijska odpornost proti kinolonom nastane zaradi mutacij tarčnih topoizomeraz, 
encimske spremembe strukture kinolonov, povečanega izražanja efluksnih črpalk ali tvorbe 
proteinov iz skupine PRP (pentapeptide repeat protein). Slednji z vezavo na kompleks encim 
– DNA sprožijo disociacijo vezanega zaviralca. Problem predstavlja pojav proti kinolonom 
odpornih bakterijskih sevov (1, 37). Tako FDA (Food and Drug Administration) kot EMA 
(European Medicines Agency) omejujeta uporabo fluorokinolonov zaradi številnih neželenih 
učinkov, kot so hiperglikemija/hipoglikemija, psihiatrične motnje (agitacija, zmedenost, 
dezorientiranost, anksiozna reakcija, depresija, halucinacije, motnja pozornosti, delirij), 
bolečine v sklepih, tetivah ali mišicah, mišična oslabelost, tendinitis, raztrganine tetiv, 
otekanje sklepov, poslabšanje simptomov miastenije gravis, periferna nevropatija, 
fotosenzitivnostne reakcije, nenormalen, hiter ali močan srčni utrip, aortna anevrizma in 
disekcija (39 – 43).  
1.5.1.2. Novi zaviralci bakterijske topoizomeraze (angl. novel bacterial 
topoisomerase inhibitors – NBTI)  
Nove zaviralce bakterijske topoizomeraze (NBTI) delimo v dva razreda, in sicer tip I, ki 
vključuje triazaacenaftilene (npr. gepotidacin (GSK2140944)), in tip II, ki vključuje spojine 
na osnovi spiropirimidintriona (npr. zoliflodacin (ETX0914/AZD0914)) (27, 44). NBTI tipa 
I se vežejo na vmesno površino med obema podenotama GyrA v kompleks encim – DNA in 
ciljajo na konformacijo pred cepitvijo. NBTI tipa II pa, podobno kot fluorokinoloni, 
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stabilizirajo kompleks encim – DNA po cepitvi molekule DNA. Fluorokinoloni se vežejo 
preko nekatalitičnega Mg2+ iona, le-ta pa pri vezavi zoliflodacina ne sodeluje in razlika v 
načinu vezave je lahko razlog, da ta učinkovina ne izkazuje navzkrižne odpornosti s 
fluorokinoloni. Zaradi različnega načina delovanja zoliflodacin tudi ne izkazuje navzkrižne 
odpornosti z gepotidacinom in novobiocinom. Gepotidacin in zoliflodacin sta uspešno 
zaključila fazo II kliničnih preizkušanj za zdravljenje okužb z bakterijami Neisseria 
gonorrhoeae (27). Gepotidacin je zaključil tudi fazo II kliničnih preizkušanj za zdravljenje 
akutnih bakterijskih okužb kože s po Gramu pozitivnimi patogeni ter nezapletenih okužb 
sečil. Z gepotidacinom so začeli fazo III kliničnih preizkušanj za zdravljenje nezapletenih 
okužb sečil in nezapletene urogenitalne gonoreje. Gepotidacin izkazuje protibakterijsko 
delovanje proti vrsti po Gramu pozitivnih in negativnih patogenov, vključno z več vrstami, 
ki so povezane s spolno prenosljivimi okužbami, kot so N. gonorrhoeae, Mycoplasma ter 
Ureaplasma. Zoliflodacin je aktiven proti Mycoplasma genitalium, kar bi lahko povečalo 
njegovo uporabnost pri zdravljenju spolno prenosljivih okužb. Z zoliflodacinom pa so začeli 
fazo III kliničnih preizkušanj za peroralno zdravljenje nezapletene gonoreje (45). 
 
Slika 6. Strukturi gepotidacina (levo) in zoliflodacina (desno). Prirejeno po (45). 
1.5.2. Zaviranje vezave ATP na podenoto GyrB/ParE  
Zaviralci podenote GyrB in/ali ParE se pogosto vežejo v adeninski vezavni žep ATP-
vezavnega mesta. V strukturi vsebujejo motiv donor – akceptor vodikove vezi, ki interagira 
z Asp73 (oštevilčeno po GyrB iz E. coli) in s strukturno ohranjeno molekulo vode, ter 
dodatne funkcionalne skupine, ki interagirajo s stransko verigo Arg136 in/ali Arg76 
(oštevilčeno po GyrB iz E. coli) (27, 46). Interakcija z aminokislinskim ostankom Arg136, 
ki ni v stiku z molekulo ATP, je pomembna za doseganje selektivnosti vezave napram 
evkariontskim encimom z vezavnimi mesti za ATP, kot so kinaze in človeška topoizomeraza 
II (21, 46). 
1.5.2.1. Aminokumarini 
Med najstarejše znane zaviralce ATPazne aktivnosti DNA-giraze in topoizomeraze IV 
sodijo iz bakterijske vrste Streptomyces izolirani aminokumarini (novobiocin, klorobiocin, 
kumermicin A1). Izkazali so se za zelo učinkovite zaviralce DNA-giraze in za manj 
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učinkovite kot protibakterijsko sredstvo zaradi slabe topnosti, toksičnosti za evkarionte ter 
slabe penetracije v Gram-negativne bakterije (32, 47, 48).  
Zaradi delnega prekrivanja vezavnega mesta aminokumarinov z vezavnim mestom za ATP 
na GyrB/ParE vezava aminokumarinov prepreči vezavo ATP. Na Sliki 7 so prikazane 
interakcije vezave klorobiocina v 24 kDa veliki N-končni domeni GyrB iz E. coli. 
Substituirani deoksisladkorni del se veže na adeninski del ATP-vezavnega žepa in interagira 
z Asp73, medtem ko je kumarinski obroč usmerjen stran od ATP-vezavnega žepa ter vstopa 
v interakcijo z Arg136. Proti aminokumarinom odporni sevi E. coli pogosto vsebujejo 
mutacijo Arg136 (14, 31). Čeprav je način vezave novobiocina in klorobiocina v vezavno 
mesto podoben, ima klorobiocin nekoliko močnejšo afiniteto do GyrB. Razlog za to je v 
dodatnih hidrofobnih interakcijah, ki jih tvori metilna skupina na mestu 5 pirolnega obroča 
v strukturi klorobiocina z ostanki Val43, Ala47, Val71 in Val167 v hidrofobnem žepu ATP-
vezavnega mesta. V primeru novobiocina, čigar struktura se od klorobiocina razlikuje po 
karbamatni skupini namesto 5-metilpirolo-2-karboksilata (na sladkorju L-novioza) in 
metilni skupini namesto klora (na aminokumarinskem obroču), ta žep zasedata dve molekuli 
vode (24, 31, 49). 
 
Slika 7. Interakcije vezave klorobiocina v 24 kDa veliki N-končni domeni GyrB iz E. coli. Zelena barva 
ponazarja vodikove vezi, vijolična barva pa hidrofobne interakcije. Prirejeno po (49). 
1.5.2.2. Pirolamidi 
Pirolamidi so nov razred zaviralcev DNA-giraze, ki so ga z rešetanjem knjižnice fragmentov 
z NMR spektroskopijo odkrili v farmacevtskem podjetju AstraZeneca. Prva sintetizirana 
spojina (spojina 1; Slika 8 ) z vrednostjo IC50 3 µM na DNA-girazi iz E. coli ni izkazovala 
protibakterijskega delovanja, je pa predstavljala izhodišče za načrtovanje boljših 
pirolamidnih zaviralcev (50). Optimizirani pirolamidni derivati so izkazali dobro dvojno 
tarčno delovanje, nizko možnost razvoja spontane bakterijske odpornosti, nizke vrednosti 
MIC na po Gramu pozitivne patogene, dobro topnost, dobro farmakokinetiko, peroralno 
biološko uporabnost in baktericidno delovanje. Spojina 2 je imela vrednost IC50 < 10 nM na 
DNA-girazi iz S. aureus in IC50 72 nM na topoizomerazi IV iz E. coli (Slika 8). Izkazala je 
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dobro zaviralno delovanje na po Gramu pozitivne in nekatere po Gramu negativne patogene 
(51). To spojino so proučevali v fazi I kliničnih preizkušanj, vendar so jo kasneje umaknili 
zaradi neustrezne varnosti in učinkovitosti (52). 
                                           
            1                2 
Slika 8. Predstavnika pirolamidne serije zaviralcev GyrB in/ali ParE, ki so jih raziskovali v podjetju 
AstraZeneca. Del molekul, ki interagira z Asp73 (oštevilčeno po E. coli) in molekulo vode v vezavnem mestu 
GyrB, je prikazan z rdečo barvo. Prirejeno po (51). 
Pirolamidne zaviralce DNA-giraze so raziskovali tudi na Katedri za farmacevtsko kemijo na 
Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. Pri rešetanju knjižnice analogov morskega 
alkaloida oroidina (spojina 3) so odkrili zaviralca DNA-giraze iz bakterije E. coli s 4,5,6,7-
tetrahidrobenzo[1,2-d]tiazol-2,6-diaminskim skeletom (spojina 4) z zaviralno aktivnostjo v 
nizkem mikromolarnem območju (Slika 10). Njegovo strukturo so optimizirali z uvedbo 
oksalilnega, sukcinilnega in malonilnega substituenta na 2-amino skupino osrednjega 
skeleta, s čimer so dosegli nizko nanomolarno zaviranje DNA-giraze iz E. coli (primer je 
spojina 5) (Slika 10). Zamenjava 4,5-dibromo-1H-pirolnega fragmenta pri teh optimiziranih 
spojinah s 4,5-dikloro-1H-pirolnim delom je privedla do šibkejšega zaviranja DNA-giraze 
iz E. coli. Nekatere spojine so zavirale topoizomerazo IV iz bakterije E. coli in iz bakterije 
S. aureus ter DNA-girazo iz S. aureus, in sicer z aktivnostjo v mikromolarnem območju 
(46). Optimizirani analogi so izkazali le skromno protibakterijsko delovanje proti po Gramu 
pozitivnim bakterijskim sevom (53). Z modifikacijo 4,5,6,7-tetrahidrobenzotiazolne serije 
so pripravili nov strukturni razred zaviralcev GyrB, N-fenil-4,5-dibromopirolamide. IC50 
vrednosti spojin na DNA-girazi iz E. coli so bile v nizkem mikromolarnem območju, 
najmočnejše delovanje pa je izkazovala spojina 6 z IC50 450 nM. Razrešena kristalna 
struktura kompleksa s 43-kDa N-končnim delom GyrB iz E. coli v kompleksu s spojino 6 je 
razkrila podrobnosti o načinu vezave zaviralca (Slika 9) (49, 53, 54). 4,5-dibromo-1H-pirol-
2-karboksamidni del spojine 6 se veže v ATP-vezavno mesto na podenoti GyrB, pri čemer 
se med dušikom pirola in karboksilatno skupino Asp73 tvori ena neposredna vodikova vez, 
med sosednjo karbonilno skupino ter Asp73 pa ena posredna vodikova vez preko molekule 
vode. Substituenti na pirolamidnem fragmentu pomembno vplivajo na inhibicijo. Med 
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lipofilnima elektron-privlačnima skupinama (atoma broma) na pirolu in aminokislinskimi 
ostanki v hidrofobnem žepu ATP-vezavnega mesta se vzpostavijo hidrofobne interakcije, ob 
tem pa lipofilni elektron-privlačni skupini povečata tudi kislost amino skupine pirola ter s 
tem okrepita moč vodikove vezi med NH skupino pirolnega obroča in stransko verigo Asp73 
(oštevilčeno po GyrB iz E. coli). Amidni karbonil na desnem delu spojine vstopa preko 
vodikove vezi v interakcijo z Arg76 (49, 53, 55).  
                       
Slika 9. Shematska predstavitev interakcij med zaviralcem 6 in ATP-vezavnim mestom v DNA-girazi iz E. 
coli (levo) ter kristalna struktura kompleksa med 43-kDa N-končnim fragmentom GyrB iz E. coli in zaviralcem 
6 (desno). Prirejeno po (53, 54). 
Načrtovanje novih N-fenilpirolamidov je temeljilo na rešeni kristalni strukturi kompleksa 
spojina 6 – GyrB iz E. coli in je bilo usmerjeno v izboljšanje jakosti zaviranja GyrB/ParE 
ter protibakterijskega delovanja. Z zamenjavo 4,5-dibromo-1H-pirolne skupine spojine 6 s 
3,4-dikloro-5-metil-1H-pirolom in z zamenjavo karboksilne skupine z 1,3,4-oksadiazol-2-
onom je nastala spojina 7, ki je imela IC50 80 nM na DNA-girazi iz E. coli ter MIC 12,5 µM 
proti Enterococcus faecalis (Slika 10). Močnejše protibakterijsko delovanje je verjetno 
posledica bioizosterne zamenjave terminalne karboksilne kisline z 1,3,4-oksadiazol-2-onom, 
ki je manj kisel in polaren ter omogoča boljšo permeabilnost preko bakterijske celične stene 
(56). Optimiziran derivat 8 z vrednostjo IC50 85 nM na DNA-girazi iz E. coli je dosegel 
močnejše protibakterijsko delovanje z vrednostmi MIC 1,56 µM proti Enterococcus faecalis 
in 3,13 µM proti divjemu tipu S. aureus, proti na meticilin odpornemu S. aureus (MRSA) 
ter proti na vankomicin odpornemu E. faecium (VRE) (Slika 10) (57). Nadaljnje 
raziskovanje zaviralcev s tetrahidrobenzotiazolnim skeletom je vodilo do zamenjave 4,5,6,7-
tetrahidrobenzo[1,2-d]tiazolnega dela s planarnim aromatskim benzotiazolom, z namenom 
vzpostavitve dodatne kation-π interakcije med benzenovim obročem in aminokislinskim 
ostankom Arg76, ki je pomembna za povečano aktivnost. Prestavili so tudi 4,5-
dibromopirol-2-karboksamid oziroma 4,5-dikloropirol-2-karboksamid, in sicer z mesta 6 na 
mesto 2 osrednjega benzotiazolnega skeleta. Nekateri derivati so izkazali aktivnosti proti 
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vsem štirim encimom, DNA-girazi in topoizomerazi IV iz S. aureus ter iz E. coli, med 
katerimi je imela spojina 9 najmočnejše dvojno delovanje z aktivnostmi v nanomolarnem in 
nizkem mikromolarnem območju (IC50, 0,087 – 1,8 µM) (Slika 10) (26). Benzotiazolni 
derivati pri protibakterijskem testiranju na dveh po Gramu negativnih in dveh po Gramu 
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Slika 10. Primeri pirolamidnih zaviralcev DNA-giraze in/ali topoizomeraze IV, ki so jih raziskovali na 
Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. 
1.5.2.3. Zaviralci z etilsečninsko stransko verigo  
Spojine z etilsečninsko stransko verigo predstavljajo obširno raziskovani strukturni razred 
zaviralcev, ki delujejo tako na podenoto GyrB kot tudi ParE. Odkrili so jih s pomočjo 
rešetanja visoke zmogljivosti (58). Kristalizacija ParE iz E. coli skupaj z benzimidazol 
etilsečnino 10 je pokazala ključne interakcije, ki so prikazane na Sliki 11: dve vodikovi vezi 
med Asp69 in vodikovima atomoma, ki pripadata etilsečninskemu fragmentu, preko 
molekule vode vzpostavljena vodikova vez med benzimidazolnim N-1 ter Asp69 in 
vodikova vez med dušikom piridinskega obroča ter Arg132 (24, 59). Za povečano zaviralno 
delovanje na ParE, ki ima ožji ATP-vezavni žep kot GyrB, je pomembna koplanarna 
konformacija spojine, ki jo s tvorbo intramolekularnih vezi omogoči benzimidazolni NH 
(58).  




Slika 11. Vezava spojine 10 v vezavno mesto ParE iz E. coli. Prirejeno po (59). 
Pri predstavniku prve generacije spojin benzimizadol sečninskega tipa (spojina 11) 
predstavlja etilsečninski del reaktivno mesto in tvori reaktivni presnovek, ki se kovalentno 
veže na proteine jeter (Slika 12) (27). Spojina 12 (VXc-486/SPR720) in bolj vodotopno 
predzdravilo v obliki fosfatnega estra 13 (pVXc-486) sta predstavnika druge generacije 
spojin benzimidazol sečninskega tipa (Slika 12) (27, 51, 60). Uvedba tetrahidrofuranske in 
alkoholne skupine je omogočila preusmeritev metabolizma na manj reaktivna mesta v 
molekuli ter s tem bistveno izboljšanje presnovne stabilnosti (27, 51). Spojina 12 je močan 
zaviralec DNA-giraze (Ki < 9 nM) in topoizomeraze IV (Ki = 12 nM) iz S. aureus ter izkazuje 
dobro protibakterijsko delovanje na po Gramu pozitivne patogene (27, 61). Zdravljenje z 
zaviralcem GyrB SPR720 kaže učinkovitost v mišjem modelu kronične okužbe z 
Mycobacterium tuberculosis in in-vitro ter in-vivo aktivnost proti patogenom, ki povzročajo 
ne-tuberkulozne mikobakterijske okužbe, kot je Mycobacterium abscesus (27). 
Spojina 14 benzotiazolsečninskega tipa je izkazala dobro zaviralno delovanje na DNA-
girazo (IC50, 6,4 nM) in topoizomerazo IV (IC50, 46 nM) iz E. coli ter močno protibakterijsko 
delovanje proti po Gramu pozitivnim bakterijam (Slika 12) (27, 28, 62). Je dobro topna, 
težavo pa predstavlja njena visoka vezava na plazemske proteine (27). Slednjo so zmanjšali 
z uvedbo alkoholnega substituenta na pirimidin na mestu C-5 benzotiazola (primer je spojina 
15; Slika 12), fizikalne lastnosti pa so nadalje prilagodili tudi z uvedbo različnih bazičnih 
aminov na piridin na mestu C-7 benzotiazola. Ti analogi so ohranili dobro topnost in 
biološko uporabnost, izkazali močno protibakterijsko delovanje na po Gramu pozitivne 
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Slika 12. Strukture spojin 11, 12, 13, 14 in 15. 
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2. NAMEN DELA 
V okviru eksperimentalnega dela bomo načrtovali in sintetizirali nove potencialne zaviralce 
DNA-giraze B na osnovi benzotiazolnega skeleta. Cilj optimizacije kot del te magistrske 
naloge bo s strukturnimi spremembami dodatno raziskati odnos med strukturo in delovanjem 
(SAR), doseči močno zaviralno delovanje na DNA-girazo in topoizomerazo IV ter 
širokospektralno protibakterijsko delovanje. Sintetizirali bomo pet končnih spojin z 
osnovnim skeletom benzo[d]tiazol-6-karboksilna kislina z vezanim 3-kloro-4-bromo-5-
metil-1H-pirol-2-karboksamidom ali 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksamidom na 
mestu 2 benzotiazolnega obroča. Spojine z vezanim 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-
karboksamidom se bodo med seboj razlikovale po strukturi substituenta, vezanega na 
amidno skupino (N-izopropil, N-ciklopropil, N-etil in N-(2-metoksietil)) (Slika 13). 
Primerjali bomo, kako substitucija na amidni skupini in na pirolamidnem delu vpliva na 
aktivnost spojin. 
 
                          
Slika 13. Strukture ciljnih spojin. 
Za vrednotenje čistote in istovetnosti spojin bomo uporabili kromatografske (TLC, HPLC) 
ter spektroskopske metode (1H-NMR, MS). Sintetiziranim spojinam bomo določili tudi 
temperature tališč. Končnim spojinam bomo ovrednotili njihovo inhibitorno aktivnost na 
rekombinantem encimu (DNA-giraza in topoizomeraza IV iz bakterij Escherichia coli ter 
Staphylococcus aureus) in protibakterijsko aktivnost na bakterijah S. aureus, E. faecalis, A. 
baumannii, P. aeruginosa, K. pneumoniae ter E. coli.  
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3. MATERIALI IN METODE 
 
3.1. REAGENTI IN TOPILA 
Pri laboratorijskem delu smo uporabljali reagente in topila naslednjih proizvajalcev: 
Merck, Sigma-Aldrich, Acros Organics, Fluka in TCI. 
3.2. KROMATOGRAFSKE METODE 
3.2.1. Tankoplastna kromatografija (Thin Layer Chromatography – TLC) 
Za sledenje poteka kemičnih reakcij in za izbiro primerne mobilne faze za čiščenje spojin s 
kolonsko ter preparativno kromatografijo smo uporabili tankoplastno kromatografijo. Kot 
stacionarno fazo smo uporabljali plošče Merck DC Fertigplatten Kieselgel 60 F254 z 0,20 mm 
nanosom silikagela na aluminijastem nosilcu. Za razvijanje plošč smo uporabljali čisti 
etilacetat oz. diklorometan ali zmesi etilacetata in heksana, diklorometana in 
tetrahidrofurana ali diklorometana in metanola v različnih razmerjih. Spojine na ploščah 
TLC smo detektirali pod UV svetilko z valovno dolžino 254 nm.   
 
3.2.2. »Flash« kolonska kromatografija 
Za čiščenje nekaterih produktov iz zmesi smo uporabili »flash« kolonsko kromatografijo in 
pri tem uporabili različno velike steklene kolone, odvisno od mase nečistega vzorca. Kot 
stacionarno fazo smo uporabili silikagel Silica Gel 60, nemškega proizvajalca Merck, z 
velikostjo delcev 0,040 – 0,063 mm, kot mobilno fazo pa čisti diklorometan ali zmes 
diklorometana in metanola v razmerju 40:1. Pretok mobilne faze smo pospešili z zračnim 
nadtlakom, sestavo eluata v epruvetah pa spremljali s TLC pod UV svetilko z valovno 
dolžino 254 nm.   
 
3.2.3. Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (High Performance Liquid 
Chromatography – HPLC) 
Za določevanje čistote končnih produktov smo uporabili tekočinsko kromatografijo visoke 
ločljivosti. Analitične reverzno-fazne HPLC analize spojin 7, 23, 24 in 25 smo izvedli na 
sistemu Dionex Ultimate 3000 za binarno hitro ločevanje LC (Thermo Scientific, Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Uporabili smo kolono Waters Acquity UPLC CSH 
C18 (1,7 μm, 2,1 × 50 mm). Volumen injiciranja je bil 1 – 4 µL, pretok pa 0,4 mL/min. 
Mobilna faza je bila sestavljena iz acetonitrila (topilo A) in 0,1 % trifluoroocetne kisline 
(TFA) v visoko prečiščeni vodi (topilo B). Gradient (določen za topilo A) je bil: 0 – 8 min, 
30 – 90 %; 8 – 10 min, 90 %; 10 – 11 min, 90 – 30 %. Analitične reverzno-fazne HPLC 
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analize spojine 13 smo opravili na sistemu 1260 Infinity II LC (Agilent Technologies Inc., 
Santa Clara, CA, ZDA). Uporabili smo kolono Waters XBridge C18 (3,5 μm, 4,6 mm × 150 
mm). Volumen injiciranja je bil 10 µL, pretok pa 1,5 mL/min. Mobilna faza je bila 
sestavljena iz acetonitrila (topilo A) in 0,1 % mravljične kisline v 1 % acetonitrilu v visoko 
prečiščeni vodi (topilo B). Gradient (določen za topilo A) je bil: 0 – 1,0 min, 25 %; 1,0 – 6,0 
min, 25 % – 98 %; 6,0 – 6,5 min, 98 %; 6,5 – 7,5 min, 98 % – 25 %; 7,5 – 10,5 min, 25 %. 
 
3.2.4. Preparativna kromatografija (Preparative Liquid Chromatography – 
PLC) 
Za čiščenje nekaterih spojin smo uporabili preparativno kromatografijo. Uporabili smo 
plošče (20 × 20 cm) PLC Silica gel 60 F254 z 2 mm nanosom silikagela na steklenem nosilcu, 
nemškega proizvajalca Merck. Kot mobilno fazo smo za razvijanje plošč uporabili zmes 
etilacetata in heksana v razmerju 1:2 ali diklorometana in metanola v razmerju 30:1. Spojine 
na kromatografskih ploščah smo detektirali pod UV svetilko z valovno dolžino  254 nm.  
 
3.3. SPEKTROSKOPSKE METODE 
3.3.1. Jedrska magnetna resonanca (Nuclear Magnetic Resonance – NMR) 
1H NMR spektri so bili posneti pri 400 MHz na Bruker Avance III 400 spektrometru na 
Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. Vzorce smo raztopili v devteriranem 
dimetilsulfoksidu (DMSO-d6) ali devteriranem kloroformu (CDCl3) in uporabili 
tetrametilsilan (TMS) kot interni standard. Za analizo spektrov NMR smo uporabili 
računalniški program MestReNova proizvajalca Mestrelab Research S. L.  
 
3.3.2. Masna spektrometrija (MS) 
Masne spektre vmesnih spojin so posneli na masnem spektrometru Advion expression 
CMSL s tehniko ESI. Masne spektre visoke ločljivosti (HR-MS) so končnim spojinam 
posneli na masnem spektrometru visoke ločljivosti ExactiveTM Plus Orbitrap 
MassSpectrometer.  
 
3.4. NOMENKLATURA IUPAC IN RISANJE SPOJIN 
S pomočjo računalniškega programa ChemBioDraw Professional 16.0 proizvajalca 
CambridgeSoft smo poimenovali spojine po nomenklaturi IUPAC, narisali reakcijske sheme 
in strukturne formule spojin ter izračunali molekulske mase. 
 
Magistrska naloga  Manca Žankar 
19 
 
3.5. DOLOČANJE TEMPERATURE TALIŠČA 
Tališča trdih produktov smo določili s pomočjo Kofflerjevega mikroskopa z ogrevalno 
mizico Leica na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani.  
 
3.6. BIOLOŠKO VREDNOTENJE 
3.6.1. Protibakterijsko delovanje 
Končnim sintetiziranim spojinam so določili protibakterijsko delovanje na po Gramu 
pozitivnih bakterijskih sevih Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis in po Gramu 
negativnih sevih Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella 
pneumoniae ter Escherichia coli. Rezultati so podani kot minimalna inhibitorna 
koncentracija (MIC), tj. najnižja koncentracija spojine, ki zavre rast bakterij za ≥ 90 %. 
Protibakterijsko aktivnost spojin 7, 13, 23 in 24 so testirali v Biološkem raziskovalnem 
centru na Madžarskem. Spojina 25 je bila vrednotena v okviru projekta ENABLE na 
Univerzi v Uppsali na Švedskem.  
3.6.2. Encimski testi in določanje vrednosti IC50 
Končnim sintetiziranim spojinam je bila določena zaviralna aktivnost na rekombinantni 
DNA-girazi in topoizomerazi IV iz bakterij Escherichia coli ter Staphylococcus aureus. 
Rezultati so podani v obliki vrednosti IC50, tj. koncentracija zaviralca, ki zmanjša delovanje 
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4. EKSPERIMENTALNI DEL 
4.1. REAKCIJSKE SHEME 
 
Reakcijska shema 1 prikazuje potek celotne sinteze 2-(3,4-dikloro-N-izopropil-5-metil-1H-
pirol-2-karboksamido)benzo[d]tiazol-6-karboksilne kisline (7), potencialnega zaviralca 
DNA-giraze B. Pri sintezi smo izhajali iz etil 2-bromobenzo[d]tiazol-6-karboksilata (1), ki 
je bil sintetiziran na Katedri za farmacevtsko kemijo Fakultete za farmacijo Univerze v 
Ljubljani. Na mesto 2 benzotiazolnega obroča spojine 1 smo pripeli izopropilamin in dobili 
spojino 2, ki smo jo nato z alkalno hidrolizo etilnega estra pretvorili do karboksilne kisline 
3. Karboksilno skupino spojine 3 smo v prisotnosti kalijevega karbonata (K2CO3) zaščitili z 
uporabo para-metoksibenzil klorida in tvorili spojino 4. Z uvedbo zaščitne skupine smo 
omogočili selektivno vezavo 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karbonil klorida, 
pripravljenega iz karboksilne kisline 5 z uporabo tionil klorida (SOCl2), na amino skupino 
na mestu 2 benzotiazolnega obroča spojine 4, pri čemer smo dobili amid 6. Na koncu smo 
zaščitno skupino para-metoksibenzil odstranili z acidolizo.1  
    
   
 
Shema 1. Potek sinteze spojine 7. Reagenti in pogoji: a) izopropilamin, THF, sobna T → 45 
°C, 2 dni; b) 2 M NaOH, 1,4-dioksan, sobna T → 50 °C, 4 dni; c) K2CO3, DMF, para-
metoksibenzil  klorid, sobna T, 1 dan; d) (i) 5, SOCl2, 75 °C, 40 min, (ii) 4, toluen, 130 °C, 
1 dan; e) 1 M HCl/CH3COOH, sobna T, 1 dan. 
                                                          
1
 Končno spojino 23 smo najprej poskušali sintetizirati po reakcijski shemi 1. Produkt, ki smo ga dobili z 
alkalno hidrolizo etilnega estra spojine etil 2-(ciklopropilamino)benzo[d]tiazol-6-karboksilat, smo izolirali, a 
je bil premalo čist in zato s sintezo nismo nadaljevali. Spojino 23 smo sintetizirali po reakcijski shemi 2. 




karboksamido)benzo[d]tiazol-                              6-karboksilna kislina (23), 2-(3,4-dikloro-
N-etil-5-metil-1H-pirol-2-karboksamido)benzo[d]tiazol-6-karboksilna kislina (24) in 2-
(3,4-dikloro-N-(2-metoksietil)-5-metil-1H-pirol-2-karboksamido)benzo[d]tiazol-6-
karboksilna kislina (25) smo sintetizirali po alternativni sintezni poti, ki je predstavljena na 
reakcijski shemi 2. Pri sintezi smo izhajali iz 2-aminobenzo[d]tiazol-6-karboksilne kisline 
(14), ki smo ji karboksilno skupino v prisotnosti kalijevega karbonata (K2CO3) zaščitili s 
pomočjo para-metoksibenzil klorida in dobili spojino 15, ki smo jo nato s pomočjo CuBr2 
ter terc-butilnitrita (t-BuONO) pretvorili do spojine 16. Opisan potek je bil enak pri sintezi 
vseh končnih spojin (23, 24 in 25), kar je omogočilo zmanjšanje števila sinteznih korakov. 
Nadalje smo na mesto 2 benzotiazolnega obroča spojine 16 pripeli ciklopropilamin, etilamin 
in 2-metoksietilamin ter tako sintetizirali spojine 17, 18 in 19. Nato smo tvorili amidno vez 
med 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karbonil kloridom, pripravljenim iz karboksilne kisline 
5 z uporabo tionil klorida (SOCl2), in spojinami 17, 18 ter 19 in tako tvorili amide 20, 21 ter 
22. Na koncu smo zaščitno skupino para-metoksibenzil odstranili z acidolizo, da smo dobili 
končno karboksilno kislino.  
   
  
 
17, 20, 23: R =                     18, 21, 24: R =                  19, 22, 25: R =  
Shema 2. Potek sinteze spojin 23, 24 in 25. Reagenti in pogoji: a) K2CO3, DMF, para-
metoksibenzil klorid, sobna T, 3 dni; b) CuBr2, t-BuONO, acetonitril, sobna T, 1 dan oz. 1 
h; c) THF, ciklopropilamin, 45 °C, 1 dan (za sintezo 17), THF, 2 M raztopina etilamina v 
THF, sobna T, 1 dan (za sintezo 18), THF, 2-metoksietilamin, sobna T, 1 dan (za sintezo 
19); d) (i) 5, SOCl2, 75 °C, 40 min, (ii) 17, 18 oz. 19, toluen, 130 °C, 1 dan; e) 1 M 
HCl/CH3COOH, sobna T, 1 ali 2 dni. 
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Na reakcijski shemi 3 je prikazan celotni potek sinteze 2-(4-bromo-3-kloro-5-metil-1H-
pirol-2-karboksamido)benzo[d]tiazol-6-karboksilne kisline (13). Najprej smo sintetizirali 
spojino 9 tako, da smo z uporabo N-klorosukcinimida (NCS) klorirali etil 4-bromo-5-metil-
1H-pirol-2-karboksilat (8). Nato smo z alkalno hidrolizo etilnega estra 9 dobili spojino 10. 
V nadaljevanju smo 4-bromo-3-kloro-5-metil-1H-pirol-2-karbonil klorid, pripravljen iz 
karboksilne kisline 10 z uporabo tionil klorida (SOCl2), vezali na etil 2-aminobenzo[d]tiazol-
6-karboksilat (11) in dobili amid 12. Na koncu smo etilni ester spojine 12 hidrolizirali v 
prisotnosti natrijevega hidroksida (NaOH) do karboksilne kisline 13.  
 




                                                                                                                                                     
                                                                                   
 
Shema 3. Potek sinteze spojine 13. Reagenti in pogoji: a) brezvodni DMF, NCS, sobna T, 1 
dan; b) 2 M NaOH, MeOH, 80 °C, 2 h; c) (i) 10, SOCl2, 75 °C, 40 min, (ii) 11, toluen, 130 
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4.2. SINTEZNI POSTOPKI IN REZULTATI ANALIZ 
4.2.1. Sinteza etil 2-(izopropilamino)benzo[d]tiazol-6-karboksilata (2) 
Reakcija: 
 
                                            1                                                            2 
Postopek: V 250 mL bučki smo raztopili spojino 1 (1,00 g, 3,49 mmol) v THF (60 mL), 
dodali izopropilamin (2,86 mL, 34,95 mmol) in mešali pri sobni temperaturi preko noči. 
Kromatogram TLC reakcijske zmesi je pokazal, da reakcija še ni potekla do konca, zato smo 
v reakcijsko zmes dodali izopropilamin (2,86 mL, 34,95 mmol) ter nadaljevali z mešanjem 
pri 45 °C preko noči. Ko je kromatogram TLC reakcijske zmesi pokazal konec reakcije, smo 
reakcijski zmesi uparili topilo pod znižanim tlakom. Preostanku smo dodali destilirano vodo 
(20 mL) in ekstrahirali z etilacetatom (2 × 20 mL). Združeni organski fazi smo sprali z 
nasičeno raztopino NaCl (20 mL), sušili nad Na2SO4, sušilno sredstvo filtrirali in filtratu 
uparili topilo pod znižanim tlakom. Dobili smo 0,979 g produkta.  
etil 2-(izopropilamino)benzo[d]tiazol-6-karboksilat (2) 
Elementna sestava C13H16N2O2S Mr = 264,34 g/mol 
Opis oranžen prah 
Izkoristek 100 % 
Rf 0,51 (MF: EtOAc/Hex = 1:1) 
Tališče 125 – 128 °C 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ 1,22 (d, J = 6,5 Hz, 6H, 2 × CH3), 1,32 (t, J = 7,1 Hz, 3H, 
CH2CH3), 3,93 – 4,10 (m, 1H, CH), 4,28 (q, J = 7,1 Hz, 2H, 
CH2CH3), 7,41 (d, J = 8,5 Hz, 1H, Ar-H), 7,81 (dd, J1 = 8,4 
Hz, J2 =1,8 Hz, 1H, Ar-H), 8,28 (d, J = 1,6 Hz, 1H, Ar-H), 
8,35 (d, J = 7,3 Hz, 1H, NH) ppm 
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4.2.2. Sinteza 2-(izopropilamino)benzo[d]tiazol-6-karboksilne kisline (3) 
Reakcija: 
   
                    2                                                                                                           3 
Postopek: Spojino 2 (0,951 g, 3,60 mmol) smo raztopili v 1,4-dioksanu (30 mL), dodali 2 
M NaOH (8,90 mL, 17,80 mmol) in mešali čez vikend pri sobni temperaturi. Kromatogram 
TLC reakcijske zmesi je pokazal, da reakcija še ni potekla do konca, zato smo nadaljevali z 
mešanjem reakcijske zmesi pri 50 °C preko noči. Ko je kromatogram TLC reakcijske zmesi 
pokazal konec reakcije, smo reakcijski zmesi uparili topilo pod znižanim tlakom. Na ledeni 
kopeli smo zaostalo alkalno vodno fazo nakisali z 1 M HCl do pH 6. Oborino smo odfiltrirali 
s presesavanjem, jo sprali z malo destilirane vode in posušili. Dodatno količino produkta 
smo dobili iz matičnice tako, da smo jo nakisali z 1 M HCl do pH 2, izpadlo oborino 
odfiltrirali s presesavanjem in jo posušili. Dobili smo 0,749 g produkta. 
2-(izopropilamino)benzo[d]tiazol-6-karboksilna kislina (3) 
Elementna sestava C11H12N2O2S Mr = 236,29 g/mol 
Opis oranžen prah 
Izkoristek 89,1 % 
Rf 0 (MF: DKM/MeOH = 20:1) 
Tališče 186 – 189 °C 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ 1,22 (d, J = 6,5 Hz, 6H, 2 × CH3), 4,02 (dd, J1 = 13,2 Hz, 
J2 = 6,4 Hz, 1H, CH), 7,39 (d, J = 8,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,79 
(d, J = 8,1 Hz, 1H, Ar-H), 8,25 (s, 1H, Ar-H), 8,31 (d, J = 
7,3 Hz, 1H, NH), 12,62 (s, 1H, COOH) ppm 
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                          3                                                                                    4 
Postopek: V 50 mL bučko smo natehtali spojino 3 (0,565 g, 2,39 mmol) in kalijev karbonat 
(K2CO3, 0,499 g, 3,61 mmol). Bučko smo zaprli s septumom, prepihali z argonom in z 
injekcijsko brizgo dodali DMF (10 mL) ter para-metoksibenzil klorid (0,391 mL, 2,87 
mmol). Reakcijsko zmes smo mešali pri sobni temperaturi v argonovi atmosferi preko noči. 
Ko je kromatogram TLC reakcijske zmesi pokazal konec reakcije, smo reakcijsko zmes 
prenesli v lij ločnik, dodali destilirano vodo (20 mL) in ekstrahirali z etilacetatom (1 × 50 
mL, 1 × 20 mL). Združene organske faze smo sprali z 1 % citronsko kislino (2 × 20 mL), 
sušili nad Na2SO4, sušilno sredstvo filtrirali in filtratu uparili topilo pod znižanim tlakom. 
Dobili smo 0,968 g produkta. 
4-metoksibenzil 2-(izopropilamino)benzo[d]tiazol-6-karboksilat (4) 
Elementna sestava C19H20N2O3S Mr = 356,44 g/mol 
Opis rumeno olje 
Izkoristek 100 % 
Rf 0,23 (MF: EtOAc/Hex = 1:2) 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ 1,22 (d, J = 6,5 Hz, 6H, 2 × CH3), 3,76 (s, 3H, OCH3), 
4,02 (q, J = 6,7 Hz, 1H, CH), 5,25 (s, 2H, CH2), 6,92 – 7,02 
(m, 2H, 2 × Ar-H), 7,31 – 7,50 (m, 3H, 3 × Ar-H), 7,82 
(dd, J1 = 8,4 Hz, J2 = 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 8,29 (d, J = 1,8 Hz, 
1H, Ar-H), 8,36 (d, J = 7,3 Hz, 1H, NH) ppm 
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                      4                                     5                                                          6 
Postopek: V 25 mL bučko smo natehtali spojino 5 (0,099 g, 0,510 mmol), bučko zaprli s 
septumom, prepihali z argonom in z injekcijsko brizgo dodali tionil klorid (SOCl2, 2 mL, 4 
mL/mmol). Reakcijsko zmes smo mešali pri 75 °C v argonovi atmosferi 40 min, jo nato 
ohladili na sobno temperaturo in uparili topilo do suhega pod znižanim tlakom na vodni 
črpalki. Preostanku smo dodali spojino 4 (0,150 g, 0,421 mmol) v toluenu (11 mL) in mešali 
pri 130 °C v argonovi atmosferi preko noči. Reakcijsko zmes smo nato ohladili na ledeni 
kopeli. Izpadlo je zelo malo oborine, ki smo jo odfiltrirali s presesavanjem ter sprali s 
toluenom. Matičnici smo uparili topilo pod znižanim tlakom, preostanek filtrirali s 
presesavanjem in oborino sprali z malo dietil etra. Ponovno je izpadlo zelo malo oborine. 
Matičnici smo uparili topilo pod znižanim tlakom. Čiščenje preostanka s kolonsko 
kromatografijo se je izkazalo za neuspešno (mobilna faza: najprej diklorometan, nato 
diklorometan/metanol = 40:1), zato smo čiščenje preostanka izvedli s preparativno 
kromatografijo (mobilna faza: etilacetat/heksan = 1:2). Dobili smo 0,031 g produkta. 
4-metoksibenzil 2-(3,4-dikloro-N-izopropil-5-metil-1H-pirol-2-
karboksamido)benzo[d]tiazol-6-karboksilat (6) 
Elementna sestava C25H23Cl2N3O4S Mr = 532,44 g/mol 
Opis rjavo olje 
Izkoristek 13,8 % 
Rf 0,64 (MF: DKM/MeOH = 20:1) 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ 1,56 (s, 6H, 2 × CH3), 2,30 (s, 3H, pirol-CH3), 3,82 (s, 3H, 
OCH3), 5,03 (p, J = 6,8 Hz, 1H, CH), 5,31 (s, 2H, CH2), 6,90 
– 6,95 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,37 – 7,43 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,81 
(d, J = 8,5 Hz, 1H, Ar-H), 8,10 (dd, J1 = 8,6 Hz, J2 = 1,7 Hz, 
1H, Ar-H), 8,40 (d, J = 1,6 Hz, 1H, Ar-H), 9,09 (s, 1H, NH) 
ppm 
 




karboksamido)benzo[d]tiazol-6-karboksilne kisline (7) 
Reakcija:  
 
                                       6                                                                                7 
Postopek: V 10 mL bučki smo spojini 6 (0,029 g, 0,054 mmol) dodali 1 M raztopino HCl v 
ocetni kislini (1,50 mL, 1,50 mmol) in reakcijsko zmes mešali pri sobni temperaturi v 
argonovi atmosferi preko noči. Ko je kromatogram TLC reakcijske zmesi pokazal konec 
reakcije, smo izpadlo oborino odfiltrirali s presesavanjem ter jo sprali z malo dietil etra. 
Dobili smo 0,009 g čistega produkta. Dodatno količino produkta smo dobili tako, da smo 
matičnici najprej uparili topilo na oljni črpalki, preostanek nato suspendirali v dietil etru, 
izpadlo oborino odfiltrirali s presesavanjem in jo sprali z dietil etrom. Pri tem smo iz 
matičnice dobili še 0,004 g produkta. 
2-(3,4-dikloro-N-izopropil-5-metil-1H-pirol-2-karboksamido)benzo[d]tiazol-6-
karboksilna kislina (7) 
Elementna sestava C17H15Cl2N3O3S Mr = 411,02 g/mol 
Opis bel prah 
Izkoristek 57,9 % 
Rf 0,38 (MF: DKM/MeOH) = 20:1 
Tališče 195 – 199 °C 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 1,51 (d, J = 5,8 Hz, 6H, 2 × CH3), 2,23 (s, 3H, pirol-
CH3), 4,96 (s, 1H, CH), 7,83 (d, J = 7,6 Hz, 1H, Ar-H), 
7,97 (d, J = 7,9 Hz, 1H, Ar-H), 8,54 (s, 1H, Ar-H), 
12,54 (s, 1H, NH), signal za COOH ni viden 
HR-MS (ESI+)  
za C17H16Cl2N3O3S 
izračunan: 412,02839; izmerjen: 412,02789 
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4.2.6. Sinteza etil 4-bromo-3-kloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilata (9) 
Reakcija:  
 
                                   8                                                                     9 
Postopek: V 50 mL bučki smo raztopili spojino 8 (1,71 g, 7,36 mmol) v brezvodnem DMF 
(18 mL) in dodali N-klorosukcinimid (NCS, 1,28 g, 9,57 mmol). Reakcijsko zmes smo 
mešali pri sobni temperaturi v argonovi atmosferi preko noči. Reakcijsko zmes smo nato 
med mešanjem dodali v vodno raztopino 2 M NaOH (30 mL), ki smo jo predhodno ohladili 
na ledeni kopeli. Nastalo zmes smo ekstrahirali z dietil etrom (1 × 70 mL, 1 × 50 mL). 
Organsko fazo iz druge ekstrakcije smo sprali z destilirano vodo (20 mL). Nato smo obe 
organski fazi združili in sprali z destilirano vodo (20 mL), z nasičeno raztopino NaCl (20 
mL), sušili nad Na2SO4, sušilno sredstvo filtrirali ter filtratu uparili topilo pod znižanim 
tlakom. Preostanek smo čistili s kristalizacijo iz diklorometana. Kristale, ki so nastali preko 
dveh noči pri znižani temperaturi (2 – 8 °C), smo odfiltrirali s presesavanjem, sprali z malo 
ohlajenega diklorometana in posušili. Dodatno količino produkta smo dobili tako, da smo 
matičnici uparili topilo pod znižanim tlakom in preostanek čistili s kristalizacijo iz 
diklorometana. Kristale, ki so nastali po petih dneh pri znižani temperaturi (2 – 8 °C), smo 
filtrirali s presesavanjem, sprali z matičnico in z malo ohlajenega diklorometana ter posušili. 
Dobili smo 0,225 g produkta.  
etil 4-bromo-3-kloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilat (9) 
Elementna sestava C8H9BrClNO2 Mr = 266,52 g/mol 
Opis oranžen prah 
Izkoristek 11,5 % 
Rf 0,54 (MF: EtOAc/Hex = 1:1) 
Tališče 117 – 123 °C 
1H NMR  
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ 1,29 (t, J = 7,1 Hz, 3H, CH2CH3), 2,20 (s, 3H, CH3), 
4,26 (q, J = 7,1 Hz, 2H, CH2CH3), 12,36 (s, 1H, NH) ppm 
MS (ESI-) 265,8 ([M-H]-) 
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4.2.7. Sinteza 4-bromo-3-kloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilne kisline (10) 
Reakcija: 
 
              9                                                                                                                10                                                                                                      
Postopek: V 50 mL bučki smo raztopili spojino 9 (0,210 g, 0,788 mmol) v metanolu (15 
mL), dodali 2 M NaOH (3,94 mL, 7,88 mmol) in mešali pri 80 °C dve uri. Reakcijski zmesi 
smo uparili topilo pod znižanim tlakom. Zaostalo vodno fazo smo prenesli v lij ločnik, dodali 
destilirano vodo (10 mL), etilacetat (10 mL), stresali in ločili fazi. Vodno fazo smo na ledeni 
kopeli med mešanjem nakisali s 37 % HCl do pH 1. Oborina ni izpadla, zato smo vodno fazo 
ekstrahirali z etilacetatom (2 × 20 mL). Organsko fazo (po nakisanju s 37 % HCl, po prvi 
ekstrakciji z etilacetatom) smo sušili nad Na2SO4, sušilno sredstvo filtrirali in filtratu uparili 
topilo pod znižanim tlakom. Dobili smo 0,117 g produkta.  
4-bromo-3-kloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksilna kislina (10) 
Elementna sestava C₆H₅BrClNO₂ Mr = 238,47 g/mol  
Opis rdeč prah 
Izkoristek 62,3 % 
Rf 0 (MF: DKM/MeOH = 20:1) 
Tališče > 300 °C (razpad) 
1H NMR  
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ 2,18 (s, 3H, CH3), 12,25 (s, 1H, NH) ppm, signal za 
COOH ni viden  
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Postopek: V 25 mL bučko smo natehtali spojino 10 (0,101 g, 0,424 mmol), bučko zaprli s 
septumom, prepihali z argonom in z injekcijsko brizgo dodali tionil klorid (SOCl2, 1,70 mL, 
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4 mL/mmol). Reakcijsko zmes smo mešali pri 75 °C v argonovi atmosferi 40 min, jo nato 
ohladili na sobno temperaturo in uparili topilo do suhega pod znižanim tlakom na vodni 
črpalki. Preostanku smo dodali spojino 11 (0,095 g, 0,427 mmol) v toluenu (8,5 mL, 20 
mL/mmol) in mešali pri 130 °C v argonovi atmosferi preko noči. Ko je TLC kromatogram 
reakcijske zmesi pokazal konec reakcije, smo reakcijsko zmes ohladili na ledeni kopeli, 
izpadlo oborino odfiltrirali s presesavanjem, jo sprali z malo toluena in metanola ter posušili. 
Dobili smo 0,121 g produkta.  
etil 2-(4-bromo-3-kloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksamido)benzo[d]tiazol-6-
karboksilat (12) 
Elementna sestava C16H13BrClN3O3S Mr = 442,71 
g/mol 
Opis sivo-vijoličen prah 
Izkoristek 64,5 % 
Rf 0,57 (MF: DKM/MeOH = 20:1) 
Tališče 282 – 286 °C 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ 1,35 (t, J = 7,1 Hz, 3H, CH2CH3), 2,28 (s, 3H, pirol-CH3), 
4,35 (q, J = 7,1 Hz, 2H, CH2CH3), 7,83 (s, 1H, Ar-H), 8,03 
(dd, J1 = 8,5 Hz, J1 = 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 8,66 (s, 1H, Ar-
H), 11,95 (s, 1H, NH), 12,43 (s, 1H, CONH) ppm 
MS (ESI-) 441,9 ([M-H]-) 
 
4.2.9. Sinteza 2-(4-bromo-3-kloro-5-metil-1H-pirol-2-
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Postopek: V 25 mL bučki smo raztopili spojino 12 (0,100 g, 0,226 mmol) v 96 % etanolu 
(5,2 mL, 23 mL/mmol) in dodali 2 M NaOH (0,56 mL, 1,13 mmol). Bučko smo zaprli s 
septumom in na vrhu pritrdili prazen balon. Reakcijsko zmes smo mešali pri 40 °C preko 
noči. Kromatogram TLC reakcijske zmesi je pokazal, da reakcija še ni potekla do konca, 
zato smo dodali 2 M NaOH (0,56 mL, 1,13 mmol) in nadaljevali z mešanjem pri 40 °C preko 
noči. Ko je bila reakcija končana (preverimo s kromatogramom LC/MS in spektrom), smo 
reakcijski zmesi uparili topilo pod znižanim tlakom, preostanku dodali destilirano vodo (5 
mL) ter na ledeni kopeli nakisali s 4 M HCl do pH 1. Izpadlo oborino smo odfiltrirali s 
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presesavanjem in sprali z malo destilirane vode. Posušeno oborino smo sprali z malo 
metanola in jo posušili. Dobili smo 0,080 g produkta.  
2-(4-bromo-3-kloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksamido)benzo[d]tiazol-6-
karboksilna kislina (13) 
 
Elementna sestava C14H9BrClN3O3S Mr = 414,66 g/mol 
Opis črno-vijolična oborina 
Izkoristek 85,4 % 
Rf 0 (MF: DKM/MeOH = 20:1) 
Tališče > 300 °C 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ 2,27 (s, 3H, CH3), 7,74 (d, J = 8,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,99 
(d, J = 8,6 Hz, 1H, Ar-H), 8,56 (s, 1H, Ar-H), 12,53 (s, 3H, 
2 × NH, COOH) ppm 
HR-MS  
za C14H10BrClN3O3S 
izračunan: 413,93093; izmerjen: 413,93212 
HPLC tr = 6,44 min (95,5 % pri 254 nm) 
 
4.2.10. Sinteza 4-metoksibenzil 2-aminobenzo[d]tiazol-6-karboksilata (15) 
Reakcija:  
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Postopek (1.): V 100 mL bučko smo natehtali spojino 14 (1,001 g, 5,15 mmol) in kalijev 
karbonat (K2CO3, 1,088 g, 7,87 mmol). Bučko smo zaprli s septumom, prepihali z argonom 
in z injekcijsko brizgo dodali DMF (10 mL) ter para-metoksibenzil klorid (0,84 mL, 6,20 
mmol). Reakcijsko zmes smo mešali pri sobni temperaturi v argonovi atmosferi čez vikend. 
Ko je kromatogram TLC reakcijske zmesi pokazal konec reakcije, smo reakcijsko zmes 
prenesli v lij ločnik, dodali destilirano vodo (40 mL) in ekstrahirali z etilacetatom (120 mL). 
V organski fazi je bila vidna oborina, zato smo jo odfiltrirali s presesavanjem in posušili. 
Dodatno količino produkta smo dobili iz matičnice, ki smo jo sprali z 1 % citronsko kislino 
(1 × 30 mL, 1 × 20 mL, 1 × 50 mL), z nasičeno raztopino NaHCO3 (60 mL) in z nasičeno 
raztopino NaCl (60 mL). Organsko fazo smo skoncentrirali pod znižanim tlakom, preostanek 
ohladili na ledeni kopeli, filtrirali s presesavanjem, oborino sprali z matičnico in z malo 
etilacetata ter jo posušili. Dobili smo 0,733 g produkta. 
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4-metoksibenzil 2-aminobenzo[d]tiazol-6-karboksilat (15) 
 
Elementna sestava C16H14N2O3S Mr = 314,36 g/mol 
Opis belo-rumena oborina  
Izkoristek 45,3 % 
Rf 0,28 (MF: DKM/MeOH = 20:1) 
Tališče 189 – 194 ℃ 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ 3,76 (s, 3H, OCH3), 5,25 (s, 2H, CH2), 6,91 – 7,00 (m, 
2H, 2 × Ar-H), 7,36 (d, J = 8,4 Hz, 1H, Ar-H), 7,39 – 
7,46 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,82 (dd, J1 = 8,5 Hz, J2 = 1,8 
Hz, 1H, Ar-H), 7,91 (s, 2H, NH2), 8,29 (d, J = 1,6 Hz, 
1H, Ar-H) ppm 
MS (ESI-) 313,0 ([M-H]-) 
 
Postopek ponovne sinteze 4-metoksibenzil 2-aminobenzo[d]tiazol-6-karboksilata (2.): 
V 100 mL bučko smo natehtali spojino 14 (1,504 g, 7,74 mmol) in kalijev karbonat (K2CO3, 
1,606 g, 10,25 mmol). Bučko smo zaprli s septumom, prepihali z argonom in z injekcijsko 
brizgo dodali DMF (15 mL) ter para-metoksibenzil klorid (1,25 mL, 10,25 mmol). 
Reakcijsko zmes smo mešali pri sobni temperaturi v argonovi atmosferi preko noči. Ko je 
kromatogram TLC reakcijske zmesi pokazal konec reakcije, smo reakcijski zmesi dodali 
destilirano vodo (10 mL), etilacetat (60 mL) in filtrirali s presesavanjem. Oborino smo sprali 
z destilirano vodo (2 × 50 mL) in etilacetatom (50 mL). Iz NMR spektra smo razbrali, da v 
oborini ni produkt, zato smo matičnico prenesli v lij ločnik, stresali in ločili fazi. Organsko 
fazo smo sprali z 1 % citronsko kislino (1 × 50 mL, 1 × 20 mL), z nasičeno raztopino 
NaHCO3 (60 mL), z nasičeno raztopino NaCl (50 mL), sušili nad Na2SO4, sušilno sredstvo 
filtrirali in filtratu uparili topilo na oljni črpalki. Preostanek smo poskušali očistiti s 
kristalizacijo iz etilacetata, a se v topilu med segrevanjem ni raztopil, zato smo zmes ohladili 
na ledeni kopeli, izpadlo oborino odfiltrirali s presesavanjem in jo sprali z ohlajenim 
etilacetatom. Iz NMR spektra smo razbrali, da produkt ni čist, zato smo posušeno oborino 
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4.2.11. Sinteza 4-metoksibenzil 2-bromobenzo[d]tiazol-6-karboksilata (16) 
Reakcija:  
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Postopek (1.): V 50 mL bučki smo spojino 15 (0,203 g, 0,646 mmol) raztopili v acetonitrilu 
(20 mL) in dodali na ledeni kopeli med mešanjem CuBr2 (0,288 g, 1,29 mmol) ter terc-
butilnitrit (0,153 mL, 1,48 mmol). Reakcijsko zmes smo pustili mešati pri sobni temperaturi 
v argonovi atmosferi preko noči. Ko je kromatogram TLC reakcijske zmesi pokazal konec 
reakcije, smo reakcijski zmesi uparili topilo pod znižanim tlakom. Preostanek smo prenesli 
v lij ločnik, dodali  amonijev klorid (NH4Cl, 50 mL) in etilacetat (50 mL), stresali ter ločili 
fazi. Organsko fazo smo sprali z amonijevim kloridom (30 mL), z nasičeno raztopino NaCl 
(30 mL), sušili nad Na2SO4, sušilno sredstvo filtrirali in filtratu uparili topilo pod znižanim 
tlakom. Dobili smo 0,284 g produkta. 
4-metoksibenzil 2-bromobenzo[d]tiazol-6-karboksilat (16) 
Elementna sestava C16H12BrNO3S Mr = 378,24 g/mol 
Opis oranžen prah  
Izkoristek 100 % 
Rf 0,80 (MF: DKM/MeOH = 20:1) 
Tališče 91 – 95 °C 
1H NMR (400 MHz, DMSO-
d6) 
δ 3,77 (s, 3H, OCH3), 5,32 (s, 2H, CH2), 6,94 – 6,99 (m, 
2H, 2 × Ar-H), 7,45 (t, J = 5,7 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 8,05 – 
8,12 (m, 2H, 2 × Ar-H), 8,82 (s, 1H, Ar-H) ppm 
MS (ESI-) 398,8 ([M+Na-2H]-) 
 
Postopek ponovne sinteze 4-metoksibenzil 2-bromobenzo[d]tiazol-6-karboksilata (2.): 
V 50 mL bučki smo spojino 15 (0,303 g, 0,964 mmol) raztopili v acetonitrilu (30 mL) in 
dodali na ledeni kopeli med mešanjem CuBr2 (0,427 g, 1,91 mmol) ter terc-butilnitrit (0,230 
mL, 1,93 mmol). Reakcijsko zmes smo pustili mešati pri sobni temperaturi v argonovi 
atmosferi eno uro. Topilo smo uparili pod znižanim tlakom, preostanek prenesli v lij ločnik, 
dodali amonijev klorid (NH4Cl, 50 mL) in etilacetat (100 mL), stresali ter ločili fazi. 
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Organsko fazo smo sprali z amonijevim kloridom (30 mL), z nasičeno raztopino NaCl (30 
mL), sušili nad Na2SO4, filtrirno sredstvo filtrirali in filtratu uparili topilo pod znižanim 
tlakom. Dobili smo 0,386 g produkta.  
Postopek ponovne sinteze 4-metoksibenzil 2-bromobenzo[d]tiazol-6-karboksilata (3.): 
V 100 mL bučki smo spojino 15 (0,4 g, 1,27 mmol) raztopili v acetonitrilu (40 mL) in dodali 
na ledeni kopeli med mešanjem CuBr2 (0,571 g, 2,56 mmol) ter terc-butilnitrit (0,3 mL, 2,52 
mmol). Reakcijsko zmes smo pustili mešati pri sobni temperaturi v argonovi atmosferi eno 
uro. Topilo smo uparili pod znižanim tlakom, preostanek prenesli v lij ločnik, dodali 
amonijev klorid (NH4Cl, 50 mL) in etilacetat (100 mL), stresali ter ločili fazi. Organsko fazo 
smo sprali z amonijevim kloridom (30 mL), z nasičeno raztopino NaCl (30 mL), sušili nad 
Na2SO4, sušilno sredstvo filtrirali in filtratu uparili topilo pod znižanim tlakom. Dobili smo 
0,449 g produkta. Izkoristek: 93,3 %.   
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Postopek: V 100 mL bučki smo spojino 16 (0,279 g, 0,738 mmol) raztopili v THF (10 mL), 
dodali ciklopropilamin (0,51 mL, 7,38 mmol) in reakcijsko zmes mešali pri 45 °C v argonovi 
atmosferi preko noči. Ko je kromatogram TLC reakcijske zmesi pokazal konec reakcije, smo 
reakcijski zmesi uparili THF pod znižanim tlakom na vodni črpalki. Preostanku smo dodali 
etilacetat (50 mL), sprali z 1 % citronsko kislino (2 × 25 mL) in z nasičeno raztopino 
NaHCO3 (25 mL). Organsko fazo smo sušili nad Na2SO4, sušilno sredstvo filtrirali ter filtratu 
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4-metoksibenzil 2-(ciklopropilamino)benzo[d]tiazol-6-karboksilat (17) 
 
Elementna sestava C19H18N2O3S Mr = 354,42 g/mol 
Opis rumen prah 
Izkoristek 80,7 % 
Rf 0,33 (MF: DKM/MeOH = 20:1) 
Tališče 128 – 132 °C 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ 0,55 – 0,64 (m, 2H, CH2), 0,79 (td, J1 = 6,9 Hz, J2 = 4,7 
Hz, 2H, CH2), 2,73 (s, 1H, CH), 3,76 (s, 3H, OCH3), 5,26 
(s, 2H, CH2Ar), 6,93 – 7,00 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,39 – 7,51 
(m, 3H, 3 × Ar-H), 7,82 – 7,88 (m, 1H, Ar-H), 8,38 (d, J = 
1,8 Hz, 1H, NH), 8,77 (s, 1H, Ar-H) ppm 
MS (ESI-) 353,1 ([M-H]-) 
 
4.2.13. Sinteza 4-metoksibenzil 2-(etilamino)benzo[d]tiazol-6-karboksilata (18) 
Reakcija:  
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Postopek: V 100 mL bučki smo spojino 16 (0,230 g, 0,608 mmol) raztopili v THF (10 mL) 
in dodali 2 M raztopino etilamina v THF (3,04 mL, 6,08 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali 
pri sobni temperaturi v argonovi atmosferi preko noči. Ko je kromatogram TLC reakcijske 
zmesi pokazal konec reakcije, smo reakcijski zmesi uparili THF pod znižanim tlakom na 
vodni črpalki. Preostanku smo dodali etilacetat (60 mL), sprali z 1 % citronsko kislino (2 × 
25 mL) in z nasičeno raztopino NaHCO3 (25 mL). Organsko fazo smo sušili nad Na2SO4, 












4-metoksibenzil 2-(etilamino)benzo[d]tiazol-6-karboksilat (18) 
 
Elementna sestava C18H18N₂O₃S Mr = 342,41g/mol 
Opis oranžen prah 
Izkoristek 97,5 % 
Rf 0,37 (MF: DKM/MeOH = 20:1) 
Tališče 120 – 123 ℃ 
1H NMR  
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ 1,20 (t, J = 7,2 Hz, 3H, CH2CH3), 3,37 – 3,45 (m, 2H, 
CH2CH3), 3,76 (s, 3H, OCH3), 5,25 (s, 2H, CH2), 6,92 – 
6,99 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,41 (dd, J1 = 8,5 Hz, J2 =1,6 Hz, 
3H, 3 × Ar-H), 7,82 (dd, J1 = 8,5 Hz, J2 = 1,8 Hz, 1H, Ar-
H), 8,30 (d, J = 1,7 Hz, 1H, Ar-H), 8,42 (t, J = 5,2 Hz, 
1H, NH) ppm 
MS (ESI-) 341,1 ([M-H]-) 
 
4.2.14. Sinteza 4-metoksibenzil 2-((2-metoksietil)amino)benzo[d]tiazol-6-
karboksilata (19) 
Reakcija:  
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Postopek: V 100 mL bučki smo spojino 16 (0,449 g, 1,19 mmol) raztopili v THF (19,5 mL) 
in dodali 2-metoksietilamin (1,02 mL, 11,87 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali pri sobni 
temperaturi v argonovi atmosferi preko noči. Ko je kromatogram TLC reakcijske zmesi 
pokazal konec reakcije, smo reakcijski zmesi uparili topilo (THF) pod znižanim tlakom na 
vodni črpalki. Preostanku smo dodali etilacetat (60 mL), sprali z 1 % citronsko kislino (2 × 
25 mL) in z nasičeno raztopino NaHCO3 (25 mL). Organsko fazo smo sušili nad Na2SO4, 
sušilno sredstvo filtrirali in filtratu uparili topilo pod znižanim tlakom. Preostanek smo čistili 
s kristalizacijo iz etilacetata. Kristale, ki so nastali preko noči pri znižani temperaturi (2 – 8 
°C), smo odfiltrirali s presesavanjem in posušili. Produkt ni bil čist, zato smo iz matičnice 
uparili topilo pod znižanim tlakom, preostanek združili z oborino ter ju čistili s »flash« 
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4-metoksibenzil 2-((2-metoksietil)amino)benzo[d]tiazol-6-karboksilat (19) 
 
Elementna sestava C19H20N2O4S Mr = 372,44 g/mol 
Opis bež oborina 
Izkoristek 55,2 % 
Rf 0,34 (MF: DKM/MeOH = 20:1) 
Tališče 101 – 103 °C 
1H NMR (400 MHz, DMSO-
d6) 
δ 3,28 (s, 3H, OCH3 iz N-(2-metoksietil)), 3,52 (dd, J1 = 
8,0 Hz, J2 = 3,1 Hz, 2H, CH2CH2), 3,54 – 3,58 (m, 2H, 
CH2CH2), 3,76 (s, 3H, OCH3), 5,25 (s, 2H, CH2Ar), 6,93 
– 6,98 (m, J = 8,8 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7,41 (dd, J1 = 8,6 
Hz, J2 = 1,1 Hz, 3H, 3 × Ar-H), 7,82 (dt, J1 = 8,5 Hz, J2 = 
1,8 Hz, 1H, Ar-H), 8,30 (t, J = 1,5 Hz, 1H, Ar-H), 8,54 (t, 
J = 5,2 Hz, 1H, NH) ppm 
MS (ESI-) 371,0 ([M-H]-) 
 
4.2.15. Sinteza 4-metoksibenzil 2-(3,4-dikloro-N-ciklopropil-5-metil-1H-pirol-2-
karboksamido)benzo[d]tiazol-6-karboksilata (20) 
Reakcija:  
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Postopek: V 25 mL bučko smo natehtali spojino 5 (0,133 g, 0,686 mmol), bučko zaprli s 
septumom, prepihali z argonom in z injekcijsko brizgo dodali tionil klorid (SOCl2, 2,7 mL, 
4 mL/mmol). Reakcijsko zmes smo mešali pri 75 °C v argonovi atmosferi 40 min, jo nato 
ohladili na sobno temperaturo in uparili topilo do suhega pod znižanim tlakom na vodni 
črpalki. Preostanku smo dodali spojino 17 (0,201 g, 0,567 mmol) v toluenu (11 mL, 20 
mL/mmol) in mešali pri 130 °C v argonovi atmosferi preko noči. Reakcijsko zmes smo nato 
ohladili na ledeni kopeli, izpadlo oborino odfiltrirali s presesavanjem in sprali s toluenom. 
Matičnico smo skoncentrirali pod znižanim tlakom ter preostanek očistili s preparativno 
kromatografijo (mobilna faza: diklorometan/metanol = 30:1; preostanek smo nanesli na dve 










Elementna sestava C25H21Cl2N3O4S Mr = 530,42 g/mol 
Opis rjava oborina 
Izkoristek 30,6 % 
Rf 0,34 (MF: DKM/MeOH = 20:1) 
Tališče 146 – 150 ℃ 
1H NMR (400 MHz, DMSO-
d6) 
δ 0,59 – 0,66 (m, 2H, CH2), 1,04 (q, J = 6,9 Hz, 2H, CH2), 
2,26 (s, 3H, pirol-CH3), 3,68 (tt, J1 = 7,3 Hz, J2 = 3,9 Hz, 
1H, CH), 3,77 (s, 3H, OCH3), 5,31 (s, 2H, CH2Ar), 6,95 – 
7,01 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,43 – 7,47 (m, 2H, 2 × Ar-H), 
7,87 – 7,93 (m, 1H, Ar-H), 8,02 (dt, J1 = 8,6 Hz, J2 = 2,1 
Hz, 1H, Ar-H), 8,66 – 8,69 (m, 1H, Ar-H), 12,31 (s, 1H, 
NH) ppm 
MS (ESI-) 529,1 ([M-H]-) 
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Postopek: V 25 mL bučko smo natehtali spojino 5 (0,122 g, 0,631 mmol), bučko zaprli s 
septumom, prepihali z argonom in z injekcijsko brizgo dodali tionil klorid (SOCl2, 2,5 mL, 
4 mL/mmol). Reakcijsko zmes smo mešali pri 75 °C v argonovi atmosferi 40 min, jo nato 
ohladili na sobno temperaturo in uparili topilo do suhega pod znižanim tlakom na vodni 
črpalki. Preostanku smo dodali spojino 18 (0,180 g, 0,526 mmol) v toluenu (10,5 mL, 20 
mL/mmol) in mešali pri 130 °C v argonovi atmosferi preko noči. Izpadlo oborino smo 
odfiltrirali s presesavanjem in sprali z malo toluena. Matičnici smo uparili topilo pod 
znižanim tlakom in preostanek očistili s preparativno kromatografijo (mobilna faza: 











Elementna sestava C24H21Cl2N3O4S Mr = 518,41 g/mol 
Opis rjavi kristali 
Izkoristek 28,6 % 
Rf 0,67 (MF: DKM/MeOH = 20:1) 
Tališče 65 – 67 °C 
1H NMR  
(400 MHz, DMSO-d6) 
δ 1,22 (t, J = 7,0 Hz, 3H, CH2CH3), 2,25 (s, 3H, pirol-
CH3), 3,77 (s, 3H, OCH3), 4,40 (q, J = 6,8 Hz, 2H, 
CH2CH3), 5,30 (s, 2H, CH2Ar), 6,93 – 6,99 (m, 2H, 2 × 
Ar-H), 7,40 – 7,48 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,89 – 7,93 (m, 1H, 
Ar-H), 8,03 (dd, J1 = 8,5 Hz, J2 = 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 8,68 
(dd, J1 = 1,7 Hz, J2 = 0,4 Hz, 1H, Ar-H), 12,50 (s, 1H, 
NH) ppm 
MS (ESI-) 517,2 ([M-H]-) 
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Postopek: V 25 mL bučko smo natehtali spojino 5 (0,073 g, 0,376 mmol), bučko zaprli s 
septumom, prepihali z argonom in z injekcijsko brizgo dodali tionil klorid (SOCl2, 1,50 mL, 
4 mL/mmol). Reakcijsko zmes smo mešali pri 75 °C v argonovi atmosferi 40 min, jo nato 
ohladili na sobno temperaturo in uparili topilo do suhega pod znižanim tlakom na vodni 
črpalki. Preostanku smo dodali spojino 19 (0,116 g, 0,311 mmol) v toluenu (6,2 mL, 20 
mL/mmol) in mešali pri 130 °C v argonovi atmosferi preko noči. Izpadlo oborino smo 
odfiltrirali s presesavanjem in sprali z malo toluena. Matičnici smo uparili topilo pod 
znižanim tlakom in preostanek očistili s »flash« kolonsko kromatografijo (mobilna faza: 











Elementna sestava C25H23Cl₂N₃O₅S Mr = 548,44 g/mol 
Opis roza kristali 
Izkoristek 56,2 % 
Rf 0,74 (MF: DKM/MeOH = 20:1) 
Tališče 64,5 – 68,4 ℃ 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ 2,25 (s, 3H, pirol-CH3), 3,07 (s, 3H, OCH3 iz N-(2-
metoksietil)), 3,60 (t, J = 4,8 Hz, 2H, CH2CH2), 3,77 (s, 
3H, OCH3), 4,54 (t, J = 4,6 Hz, 2H, CH2CH2), 5,31 (s, 2H, 
CH2Ar), 6,92 – 7,01 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,45 (d, J = 8,7 
Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7,90 (dd, J1 = 8,5 Hz, J2 = 2,2 Hz, 1H, 
Ar-H), 8,00 – 8,07 (m, 1H, Ar-H), 8,69 (dd, J1 = 4,7 Hz, J2 
= 1,7 Hz, 1H, Ar-H), 12,51 (s, 1H, NH) ppm 
MS (ESI-) 547,1 ([M-H]-) 
 
4.2.18. Sinteza 2-(3,4-dikloro-N-ciklopropil-5-metil-1H-pirol-2-
karboksamido)benzo[d]tiazol-6-karboksilne kisline (23) 
Reakcija:  
 
                                     20                                                                               23 
Postopek: V 10 mL bučki smo spojini 20 (iz PLC 1: 0,035 g, 0,066 mmol; iz PLC 2: 0,050 
g, 0,094 mmol) dodali 1 M raztopino HCl v ocetni kislini (1,50 mL) in reakcijsko zmes 
mešali pri sobni temperaturi v argonovi atmosferi preko noči.  
PLC 1: Reakcijsko zmes smo filtrirali s presesavanjem in oborino sprali z dietil etrom (10 
mL). Iz spektra NMR smo razbrali, da produkt ni čist, zato smo posušeno oborino 
suspendirali v ocetni kislini (1,50 mL), oborino odfiltrirali s presesavanjem, jo sprali z 
ocetno kislino (0,50 mL), dietil etrom (5 mL) in posušili. Dobili smo 0,004 g produkta. 
PLC 2: Ker reakcija še ni potekla do konca, smo reakcijski zmesi dodali 1 M raztopino HCl 
v ocetni kislini (0,5 mL) in mešali pri sobni temperaturi v argonovi atmosferi preko noči. 
Izpadlo oborino smo odfiltrirali s presesavanjem, sprali z ocetno kislino (0,4 mL) in dietil 
etrom (2 mL). Iz spektra NMR smo razbrali, da produkt ni čist, zato smo posušeno oborino 
suspendirali v etilacetatu (10 mL), oborino odfiltrirali s presesavanjem, jo sprali z vročim 
etilacetatom in posušili. Dobili smo 0,010 g produkta. 




karboksilna kislina (23) 
 
Elementna sestava C17H13Cl₂N₃O₃S Mr = 410,27 g/mol 
Opis sivo-vijoličen prah 
Izkoristek 51,7 % 
Rf 0,19 (MF: DKM/MeOH = 20:1) 
Tališče 154 – 157 ℃ 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ 0,63 (t, J = 7,0 Hz, 2H, CH2), 1,04 (q, J = 6,5 Hz, 2H, 
CH2), 2,27 (s, 3H, pirol-CH3), 3,69 (s,  1 H, CH), 7,90 (dd, 
J1 = 12,4 Hz, J2 = 5,4 Hz, 1H, Ar-H), 7,96 – 8,06 (m, 1H, 
Ar-H), 8,63 (d, J = 1,4 HZ, 1H, Ar-H), 12,36 (s, 1H, NH) 
ppm, signal za COOH ni viden  
HR-MS za 
C17H14Cl₂N₃O₃S 
izračunan: 410,01274; izmerjen: 410,01239 
HPLC tr = 3,820 min (92,5 % pri 254 nm) 
 
4.2.19. Sinteza 2-(3,4-dikloro-N-etil-5-metil-1H-pirol-2-
karboksamido)benzo[d]tiazol-6-karboksilne kisline (24) 
Reakcija:  
                                            
                                         21                                                                          24 
Postopek: V 10 mL bučki smo spojini 21 (0,063 g, 0,122 mmol) dodali 1 M raztopino HCl 
v ocetni kislini (1,5 mL). Reakcijsko zmes smo mešali pri sobni temperaturi v argonovi 
atmosferi preko dveh noči. Ko je kromatogram TLC reakcijske zmesi pokazal konec 
reakcije, smo izpadlo oborino odfiltrirali s presesavanjem, jo sprali z ocetno kislino (0,4 











karboksilna kislina (24) 
 
Elementna sestava C16H13Cl2N3O3S Mr = 398,26 g/mol 
Opis svetlo rjav prah 
Izkoristek 26,9 % 
Rf 0,13 (MF: DKM/MeOH = 20:1) 
Tališče 212 – 214 °C 
1H NMR (400 MHz, DMSO-
d6) 
δ 1,22 (t, J = 6,9 Hz, 3H, CH2CH3), 2,26 (s, 3H, pirol-
CH3), 4,41 (q, J = 6,9 Hz, 2H, CH2CH3), 7,90 (d, J = 8,5 
Hz, 1H, Ar-H), 8,02 (dd, J1 = 8,5 Hz, J2 = 1,6 Hz, 1H, Ar-
H), 8,63 (d, J = 1,5 Hz, 1H, Ar-H), 12,52 (s, 1H, NH), 
signal za COOH ni viden 
HR-MS za C16H14Cl2N3O3S izračunan: 398,01274; izmerjen: 398,01249 
HPLC tr = 3,813 min (97,4 % pri 254 nm) 
 
4.2.20. Sinteza 2-(3,4-dikloro-N-(2-metoksietil)-5-metil-1H-pirol-2-
karboksamido)benzo[d]tiazol-6-karboksilne kisline (25) 
Reakcija:  
 
                                    22                                                                                 25 
Postopek: V 10 mL bučki smo spojini 22 (0,061 g,  0,111 mmol) dodali 1 M raztopino HCl 
v ocetni kislini (1,5 mL) in reakcijsko zmes mešali pri sobni temperaturi v argonovi 
atmosferi preko noči. Ker smo iz spektra NMR razbrali, da reakcija še ni potekla do konca, 
čez vikend pa je ne bi bilo varno pustiti teči (lahko bi prišlo tudi do hidrolize amida), smo 
uparili topilo pod znižanim tlakom z vodno črpalko, preostanek v bučki pa shranili pri 
znižani temperaturi (2 – 8 °C). Nato smo dodali 1 M raztopino HCl v ocetni kislini (1,5 mL) 
in mešali pri sobni temperaturi v argonovi atmosferi preko noči. Ko je bila reakcija končana 
(preverimo z NMR), smo izpadlo oborino odfiltrirali s presesavanjem, jo sprali z ocetno 
kislino (0,4 mL), dietil etrom (2 mL) in posušili (oborina 1). Da smo dobili dodatno količino 
produkta, smo matičnici uparili topilo pod znižanim tlakom na vodni črpalki, preostanek 
suspendirali v ocetni kislini (0,4 mL), filtrirali s presesavanjem, oborino sprali z dietil etrom 
(2 mL) in jo posušili (oborina 2). Oborino 1 in 2 smo združili in ker nista bili čisti, smo ju 
sprali z metanolom (0,5 mL). Ker smo iz spektra NMR razbrali, da produkt še vedno ni 
dovolj čist, smo posušeni združeni oborini prenesli v bučko, dodali nasičeno raztopino 
Magistrska naloga  Manca Žankar 
43 
 
NaHCO3 (2 mL), malo destilirane vode, etilacetat (3 mL), premešali s pomočjo ultrazvočne 
kadičke ter filtrirali s presesavanjem. Oborino smo sprali z malo destilirane vode. Matičnico 
smo prenesli v lij ločnik, stresali in ločili fazi. Vodno fazo smo nakisali s 4 M HCl do pH 1, 
ohladili na ledeni kopeli, filtrirali s presesavanjem, oborino sprali z malo destilirane vode in 
jo posušili. Dobili smo 0,01946 g produkta.  
2-(3,4-dikloro-N-(2-metoksietil)-5-metil-1H-pirol-2-karboksamido)benzo[d]tiazol-
6-karboksilna kislina (25) 
Elementna sestava C17H15Cl2N3O4S Mr = 428,28 g/mol 
Opis svetlo roza prah 
Izkoristek 40,9 % 
Rf 0,11 (MF: DKM/MeOH = 20:1) 
Tališče 203 – 208 ℃ 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ 2,25 (s, 3H, pirol-CH3), 3,08 (s, 3H, OCH3), 3,61 (t, J = 
4,8 Hz, 2H, CH2CH2), 4,55 (t, J = 4,7 Hz, 2H, CH2CH2), 
7,88 (d, J = 8,5 Hz, 1H, Ar-H), 8,02 (dd, J1 = 8,5 Hz, J2 = 
1,7 Hz, 1H, Ar-H), 8,63 (d, J = 1,4 Hz, 1H, Ar-H), 12,50 
(s, 1H, NH), 12,98 (s, 1H, COOH) ppm 
HR-MS za C17H16Cl2N3O4S izračunan: 428,02331; izmerjen: 428,02292 
HPLC tr = 6,55 min (97,4 % pri 254 nm) 
 
4.2.21. Neuspešen poskus sinteze 2-bromobenzo[d]tiazol-6-karboksilne kisline 
Reakcija:  
 
                                           1 
Postopek: V 100 mL bučki smo raztopili spojino 1 (1,017 g, 3,49 mmol) v 1,4-dioksanu (20 
mL) in dodali 2 M NaOH (17,47 mL, 34,95 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali pri 50 °C 
preko noči. Ko je kromatogram TLC reakcijske zmesi pokazal konec reakcije, smo topilo 
uparili pod znižanim tlakom. Preostanek smo nakisali s 37 % HCl do pH 1, ohladili na ledeni 
kopeli in filtrirali s presesavanjem. Oborino smo sprali z malo destilirane vode in jo posušili. 
Iz spektra NMR smo razbrali, da s to reakcijo nismo dobili želenega produkta. 
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4.2.22. Poskus sinteze etil 2-(ciklopropilamino)benzo[d]tiazol-6-karboksilata po 
reakcijski shemi 1 
Reakcija:  
 
                                              1 
Postopek: V 100 mL bučki smo raztopili spojino 1 (0,501 g, 1,75 mmol) v THF (20 mL) in 
dodali ciklopropilamin (1,21 mL, 17,47 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali pri sobni 
temperaturi preko noči. Kromatogram TLC reakcijske zmesi je pokazal, da reakcija še ni 
potekla do konca, zato smo dodali ciklopropilamin (0,605, 8,74 mmol) in nadaljevali z 
mešanjem pri 45 °C preko noči. Ko je kromatogram TLC reakcijske zmesi pokazal konec 
reakcije, smo uparili topilo pod znižanim tlakom z vodno črpalko. Preostanku smo dodali 
etilacetat (50 mL), sprali z 1 % citronsko kislino (2 × 25 mL) in z nasičeno raztopino 
NaHCO3 (25 mL). Organsko fazo smo sušili nad Na2SO4, sušilno sredstvo filtrirali in filtratu 
uparili topilo pod znižanim tlakom. Dobili smo 0,429 g produkta (temno oranžen prah). 
Izkoristek: 93,6 %.   
4.2.23. Poskus sinteze 2-(ciklopropilamino)benzo[d]tiazol-6-karboksilne kisline po 
reakcijski shemi 1 
Reakcija:  
  
                      
Postopek: V 100 mL bučki smo raztopili spojino etil 2-(ciklopropilamino)benzo[d]tiazol-6-
karboksilat (0,359 g, 1,37 mmol) v 1,4-dioksanu (20 mL) in dodali 2 M NaOH (3,42 mL, 
6,84 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali pri 50 °C preko noči. Kromatogram TLC 
reakcijske zmesi je pokazal, da reakcija še ni potekla do konca, zato smo dodali 2 M NaOH 
(3,42 mL, 6,84 mmol) in nadaljevali z mešanjem pri 50 °C preko noči. Reakcijski zmesi smo 
uparili topilo pod znižanim tlakom. Iz kromatograma TLC smo razbrali, da je prisotna tudi 
izhodna spojina, zato smo preostanku v lij ločniku dodali destilirano vodo (20 mL) in 
diklorometan (20 mL), stresali ter ločili fazi. Izhodna spojina v obliki estra gre v organsko 
fazo, produkt v obliki soli pa je v vodni fazi. Vodno fazo smo nakisali z 1 M HCl do pH 5, 
ohladili na ledeni kopeli in filtrirali s presesavanjem. Oborino smo sprali z malo destilirane 
Magistrska naloga  Manca Žankar 
45 
 
vode in jo posušili. Dodatno količino produkta smo dobili tako, da smo matičnico ekstrahirali 
z etilacetatom (1 × 40 mL, 2 × 20 mL). Vodno fazo smo nakisali z 1 M HCl do pH 2 in 
ekstrahirali z etilacetatom (3 × 20 mL). Združene organske faze smo sprali z nasičeno 
raztopino NaCl (30 mL), sušili nad Na2SO4, sušilno sredstvo filtrirali in filtratu uparili topilo 
pod znižanim tlakom. Dobili smo 0,160 g nečistega produkta.  
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1. KOMENTAR SINTEZNIH POSTOPKOV 
5.1.1. Nukleofilna aromatska substitucija 
Sintezo spojin 2, 17, 18 in 19 smo izvedli tako, da smo aril bromid (spojina 1 ali spojina 16) 
raztopili v THF ter dodali amin (izopropilamin, ciklopropilamin, etilamin ali 2-
metoksietilamin). Reakcijo sinteze spojin 2 in 17 smo pospešili s segrevanjem, reakcijo 
sinteze spojin 18 in 19 pa smo pustili teči pri sobni temperaturi. Reakcija poteka po 
mehanizmu nukleofilne aromatske substitucije. Na začetku poteče nukleofilna adicija amina 
na aromatski ogljikov atom, ki ima vezan brom. Pri tem nastane resonančno stabiliziran 
intermediat. Sledi eliminacija bromida, ki nato odcepi proton iz amina, pri čemer nastane 
bromovodikova kislina (HBr) kot stranski produkt (Shema 4) (64). 
 
Shema 4. Mehanizem nukleofilne aromatske substitucije. Prirejeno po (64). 
 
5.1.2. Alkalna hidroliza estrov 
Z alkalno hidrolizo etilnega estra spojin 2, 9 in 12 smo sintetizirali spojine 3, 10 ter 13. Ester 
smo cepili z uporabo 2 M vodne raztopine NaOH v prebitku, kar je omogočilo, da je izhodna 
spojina v celoti reagirala. Kot topilo smo pri sintezi spojine 3 uporabili 1,4-dioksan, pri 
sintezi spojine 10 metanol in pri sintezi spojine 13 etanol. Reakcijo smo pospešili s 
segrevanjem. Mehanizem reakcije je predstavljen na Shemi 5. Hidroksilni anion nukleofilno 
napade elektrofilni ogljik v karbonilni skupini estra, cepi se π-vez in nastane nestabilen 
tetraedrični intermediat. Sledi odcep alkoksidnega iona (EtO-) in nastanek karboksilne 
kisline. Alkoksidni ion deluje kot baza in deprotonira karboksilno kislino. Pri reakciji kot 
produkta nastaneta natrijeva sol karboksilne kisline in alkohol (65, 66). Čeprav je adicija 
hidroksidnega iona na karbonilno skupino reverzibilna, je celokupen proces ireverzibilen, 
ker pri reakciji nastane nereaktiven karboksilatni ion (67). 1,4-dioksan je topilo, ki ni 
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nukleofilno, medtem ko lahko v primeru uporabe alkohola (metanol, etanol) topilo vstopa v 
samo reakcijo kot kompetitivni nukleofil.  
 
Shema 5. Mehanizem alkalne hidrolize etilnega estra. Prirejeno po (65). 
Reakcijo sinteze spojine 10 smo ustavili po dveh urah, saj reakcija ne sme potekati predolgo, 
da ne pride do dekarboksilacije. Izkazalo se je, da bi bilo boljše, če bi reakcijo pustili še 
nekaj časa teči, saj je kot stranski produkt nastal metilni ester spojine 10. Preestrenje je v 
osnovi metoda izmenjave enega alkohola z drugim v estru. Reakcijo katalizirajo baze ali 
kisline (Shema 6) (66). 
 
Shema 6. Metilni ester kot stranski produkt pri sintezi spojine 10. Prirejeno po (66). 
Izolacijo spojine 3 in 13 smo izvedli tako, da smo reakcijski zmesi najprej uparili topilo pod 
znižanim tlakom. Pri izolaciji spojine 3 smo zaostalo alkalno vodno fazo nato nakisali z 1 M 
HCl do pH 6, pri izolaciji spojine 13 pa smo preostanku najprej dodali destilirano vodo in 
nato  nakisali s 4 M HCl do pH 1. Pri tem sta se derivata karboksilne kisline pretvorila iz 
ionizirane v neionizirano obliko, topnost v vodi se jima je zmanjšala in sta se oborila. Izpadli 
oborini smo odfiltrirali s presesavanjem. Pri izolaciji spojine 3 smo matičnico nakisali z 1 
M HCl do pH 2, izpadlo oborino odfiltrirali s presesavanjem in tako dobili še dodatno 
količino produkta. Pri izolaciji spojine 10 smo reakcijski zmesi najprej uparili alkohol pod 
znižanim tlakom. Zaostali vodni fazi smo nato dodali destilirano vodo in ekstrahirali z 
etilacetatom z namenom odstranitve nečistot. V vodno fazo po ekstrakciji z etilacetatom gre 
ioniziran produkt, v organski fazi pa preostanejo nečistote. Alkalno vodno fazo smo nakisali 
s 37 % HCl do pH 1, pri čemer se je spojina 10 pretvorila iz ionizirane v neionizirano obliko 
(Shema 7). Ker pri tem oborina ni izpadla, smo vodno fazo ekstrahirali z etilacetatom, 
organsko fazo sušili nad Na2SO4, sušilno sredstvo filtrirali in etilacetat uparili pod znižanim 
tlakom. Iz spektra NMR je bilo razvidno, da spojina 10 ni čista in je kot nečistota prisoten 
metilni ester, vendar s čiščenjem nismo nadaljevali.  




Shema 7. Prikaz pretvorbe natrijeve soli karboksilne kisline v neionizirano obliko ob 
dodatku HCl. 
5.1.3. Uvedba in odstranitev zaščitne skupine para-metoksibenzil klorid (PMBCl) 
Reaktanti z več funkcionalnimi skupinami so pri organski sintezi problematični, saj v danih 
reakcijskih pogojih lahko reagira več funkcionalnih skupin. Da se izognemo nastanku 
neželenih stranskih produktov, funkcionalne skupine, ki naj bi ostale nespremenjene, 
začasno zaščitimo s t.i. zaščitnimi skupinami in jih tako pretvorimo v manj reaktivne (68). 
Spojini 3 in 14 smo zaščitili karboksilno skupino s para-metoksibenzilno skupino. Sintezo 
smo izvedli tako, da smo spojini 3 oziroma 14 dodali kalijev karbonat (K2CO3), topilo DMF, 
para-metoksibenzil klorid (PMBCl) in nato reakcijsko zmes mešali pri sobni temperaturi. 
Reakcija poteka po mehanizmu nukleofilne substitucije. Najprej baza K2CO3 deprotonira 
karboksilno kislino. Sol karboksilne kisline deluje kot nukleofil, ki napade elektrofilni 
oglikov atom para-metoksibenzil klorida, pri čemer nastane ustrezni ester (66). Mehanizem 
reakcije je predstavljen na Shemi 8.  
     
Shema 8. Mehanizem uvedbe zaščitne skupine PMBCl. 
Aminska skupina spojin 4 in 15 lahko nukleofilno napade elektrofilni ogljikov atom para-
metoksibenzil klorida (N-alkiliranje), pri čemer izstopi klorid in nastane N-alkiliran stranski 
produkt, prikazan na Shemi 9.  
                          
Shema 9. Mehanizem nastanka stranskega produkta 4a in 15a pri sintezi spojin 4 in 15. 
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Zaščitno skupino para-metoksibenzil klorid smo selektivno odstranili z reakcijo acidolize, 
za kar smo uporabili klorovodikovo kislino v ocetni kislini. Spojinam 6, 20, 21 in 22 smo 
dodali 1 M raztopino HCl v ocetni kislini ter reakcijsko zmes mešali pri sobni temperaturi. 
Produkt, ki je izpadel v obliki oborine, smo odfiltrirali s presesavanjem. Pri reakciji kot 
stranski produkt nastane para-metoksibenzil alkohol, ki je topen v dietil etru, zato smo 
oborino sprali z njim. Več težav smo imeli pri čiščenju spojine 25, saj oborina po spiranju z 
ocetno kislino, dietil etrom in metanolom ni bila dovolj čista. Posušeno oborino smo prenesli 
v bučko, dodali nasičeno raztopino NaHCO3, destilirano vodo in etilacetat. Z dodatkom 
NaHCO3 se je produkt pretvoril iz neionizirane v ionizirano obliko. Po filtraciji s 
presesavanjem smo se znebili nečistot v oborini, matičnico pa smo prenesli v lij ločnik, 
stresali in ločili fazi. Vodno fazo smo nakisali s 4 M HCl do pH 1, pri čemer se je produkt 
pretvoril iz ionizirane v neionizirano obliko in topnost v vodi se mu je zmanjšala. Vidna je 
bila oljnata snov, zato smo nakisano vodno fazo ohladili na ledeni kopeli, da bi izpadla trda 
oborina. Oborino smo nato odfiltrirali s presesavanjem. 
5.1.4. Sinteza amida s kislinskim kloridom (N-aciliranje) 
Ker je –OH skupina slabo izstopajoča skupina, ima karboksilna kislina nizko reaktivnost za 
nukleofilni napad. Karboksilno kislino smo pretvorili v kislinski klorid, ki je najreaktivnejši 
derivat kislin. S pripajanjem elektron-privlačnih in posledično dobro izstopajočih skupin 
namreč dodatno povečamo elektrofilnost karbonilne skupine (66). Reakcijo smo izvedli 
tako, da smo spojini 5 (sinteza spojin 6, 20, 21 in 22) oziroma spojini 10 (sinteza spojine 12) 
dodali tionil klorid (SOCl2) ter reakcijsko zmes mešali 40 minut pri 75 °C. Reakcijsko zmes 
smo prepihali z argonom in na ta način izgnali vlago iz sistema. Brezvodni pogoji so 
pomembni zato, da kislinski klorid ne hidrolizira do kisline (69). Shema 10 prikazuje 
mehanizem aktivacije karboksilne kisline s tionil kloridom. Karboksilna skupina spojine 5 
oz. 10 nukleofilno napade elektrofilni žveplov atom tionil klorida, pri čemer se odcepi 
kloridni ion in nastane nestabilen ter visoko elektrofilen intermediat. Sledi nukleofilni napad 
kloridnega aniona na elektrofilni karbonilni ogljik. Pri tem nastane tetraedrični intermediat, 
ki razpade na kislinski klorid, žveplov dioksid (SO2) in vodikov klorid (HCl) (66, 70, 71).  
 




                                                                           
Shema 10. Aktivacija karboksilne kisline s tionil kloridom. Prirejeno po (71). 
Kislinskemu kloridu smo nato dodali spojino s prosto aminsko skupino (4, 11, 17, 18 in 19), 
ju raztopili v toluenu ter mešali pri 130 °C preko noči. Reakcija poteče po mehanizmu 
nukleofilne substitucije. Karbonilni ogljikov atom kislinskega klorida ima primanjkljaj 
elektronske gostote, zaradi česar reagira kot elektrofil. Nukleofilni amin napade karbonilni 
ogljikov atom, pri čemer nastane nestabilen tetraedrični intermediat. Nestabilnost 
tetraedričnega intermediata izvira iz steričnih ovir okoli kvarternega ogljikovega atoma ter 
ločitve naboja. Na nestabilnost tetraedričnega intermediata vpliva tudi elektron-privlačna in 
dobra izstopajoča skupina Cl-. Po prerazporeditvi elektronov sledi izstop HCl in nastanek 
amidne vezi (Shema 11) (66). 
   
   
Shema 11. Tvorba amida z aktivirano kislino. Prirejeno po (72). 
5.1.5. Elektrofilna aromatska substitucija 
Spojino 9 smo sintetizirali iz spojine 8, ki smo jo raztopili v brezvodnem DMF, dodali N-
klorosukcinimid (NCS) in nato reakcijsko zmes mešali preko noči pri sobni temperaturi. S 
prepihovanjem reakcijske zmesi z argonom smo ustvarili inertno atmosfero in tako preprečili 
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oksidacijo pirola s kisikom. Kloriranje pirolnega obroča poteka po mehanizmu elektrofilne 
aromatske substitucije, pri kateri pride do zamenjave atoma na aromatskem obroču (navadno 
vodika) z elektrofilom. Elektronsko bogat aromatski obroč napade N-klorosukcinimid. Po 
vezavi kloridnega iona nastane resonančno stabiliziran kationski adukt. Z eliminacijo 
protona se ponovno vzpostavi aromatsko stanje (Shema 12) (64).  
                       
Shema 12. Mehanizem elektrofilne aromatske substitucije. 
5.1.6. Sandmeyerjeva reakcija 
Spojino 16 smo sintetizirali s pomočjo Sandmeyerjeve reakcije, ki jo uporabljamo za sintezo 
aril halogenidov iz arilnih diazonijevih soli. Spojino 15 smo raztopili v acetonitrilu, na ledeni 
kopeli med mešanjem dodali CuBr2 in terc-butilnitrit (t-BuONO) ter nato reakcijsko zmes 
mešali pri sobni temperaturi. Amino skupina na mestu 2 benzotiazolnega obroča spojine 15 
najprej reagira s t-BuONO, pri čemer nastane arilna diazonijeva sol. V prisotnosti CuBr2 
poteče po mehanizmu radikalsko-nukleofilne aromatske substitucije pretvorba diazonijeve 
soli v aril bromid 16 (Shema 13) (64, 73, 74). 
                       
                                                                                                                            
Shema 13. Mehanizem Sandmeyerjeve reakcije. Prirejeno po (73, 74). 
Izkoristek prve sinteze spojine 16 je bil zelo visok (100 %). Iz spektra NMR smo razbrali, 
da produkt ni čist. Pri reakciji nastane stranski produkt, prikazan na Sliki 14. 
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Slika 14. Stranski produkt pri sintezi spojine 16. 
Pri ponovni sintezi spojine 16 smo poskušali preprečiti nastanek stranskega produkta 16a, 
prikazanega na Sliki 14, s spremljanjem reakcije s TLC. Kromatogram TLC smo razvili po 
eni uri in ugotovili, da je reakcija potekla do konca, zato smo reakcijo ustavili. Iz spektra 
NMR smo razbrali, da smo se v tem primeru uspeli v večji meri izogniti nastanku stranskega 
produkta 16a.  
5.1.7. Stranski produkti pri sintezi  
Ker se stranskega produkta 16a, nastalega pri sintezi spojine 16, nismo uspeli popolnoma 
znebiti, je ta reagiral tudi v naslednjih stopnjah sinteze. Po mehanizmu nukleofilne 
aromatske substitucije, opisane v poglavju 5.1.1., je nastal stranski produkt 16b. Sledila je 
sinteza amida s kislinskim kloridom (N-aciliranje) po mehanizmu, opisanem v poglavju 
5.1.4., in nastanek stranskega produkta 16c. Strukturi stranskih produktov 16b in 16c sta 
prikazani na Sliki 15. 
                            
Slika 15. Strukturi stranskih produktov 16b in 16c. 
5.1.8. Komentar neuspešnega poskusa sinteze 
Potek sinteze, prikazane na reakcijski shemi 1, smo poskušali nekoliko spremeniti. Namen 
je bil, da bi najprej etilni ester spojine 1 hidrolizirali z dodatkom 2 M NaOH do spojine 1a, 
ki bi ji nato karboksilno skupino zaščitili s para-metoksibenzil kloridom (PMBCl). Ta del 
bi bil enak pri sintezi vseh načrtovanih končnih spojin, s čimer bi zmanjšali število sinteznih 
korakov. V nadaljevanju bi na spojino 1a z zaščiteno karboksilno skupino z zaščitno skupino 
para-metoksibenzil klorid preko reakcije nukleofilne aromatske substitucije na mesto 2 
benzotiazolnega obroča vezali ustrezen amin, na katerega bi s tvorbo amidne vezi pripeli 
3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karbonil klorid, pripravljen iz karboksilne kisline 5 z 
uporabo tionil klorida (SOCl2). Na koncu bi zaščitno skupino odstranili z acidolizo. Iz 
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spektra NMR smo razbrali, da pri alkalni hidrolizi etilnega estra spojine 1 nismo dobili 
pričakovanega produkta (spojina 1a) in s sintezami nismo nadaljevali (Shema 14).  
 
Shema 14. Poskus sinteze spojine 1a. 
5.1.9. Ekstrakcija 
Ekstrakcijo smo uporabili za izolacijo in čiščenje spojin 2, 4, 9, 10, 15, 16, 17, 18, 19 ter 25. 
Pri ekstrakciji se spojina porazdeli med dve topili, ki se med seboj ne mešata (običajno voda 
in nepolarno organsko topilo). Ločba temelji na razliki topnosti spojine in primesi, ki jih 
skušamo odstraniti. Pri ekstrakciji se: 
- organska spojina selektivno prenese iz vodne v organsko fazo, medtem ko polarne in 
ionske spojine ostanejo raztopljene v vodi. Za ekstrakcijo iz vodnih raztopin smo 
uporabili nepolarna organska topila dietil eter, diklorometan in etilacetat.  
- polarne in ionske spojine ter primesi kislin in baz odstranijo iz raztopin organskih 
spojin v nepolarnih topilih. Za ekstrakcijo polarnih primesi iz organskih faz smo 
uporabili naslednje vodne raztopine: nasičen natrijev klorid (NaCl) za odstranitev 
polarnih in ionskih primesi ter odtegnitev vode iz organske faze, nasičen natrijev 
hidrogenkarbonat (NaHCO3) za odstranitev kislih primesi, 1 % citronsko kislino 
(CH3COOH) za odstranitev bazičnih primesi in amonijev klorid (NH4Cl) za 
odstranitev bakra (75). 
Zaradi nasičenosti organske faze po ekstrakciji z vodo smo le-to sušili s sušilnim sredstvom, 
ki smo ga v nadaljevanju odstranili s filtracijo in filtrat uparili. Pri tem smo kot sušilno 
sredstvo uporabili brezvodno inertno anorgansko sol natrijev sulfat (Na2SO4), ki tvori z vodo 
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5.2. KOMENTAR BIOLOŠKIH TESTIRANJ 
5.2.1. Encimski testi 
Končne sintetizirane spojine 7, 13, 23, 24 in 25 so bile testirane na rekombinantni DNA-
girazi ter topoizomerazi IV (topo IV) iz bakterij Escherichia coli in Staphylococcus aureus. 
Rezultati so podani kot srednja zaviralna koncentracija (IC50), tj. koncentracija zaviralca, ki 
zmanjša delovanje encima za polovico, in so prikazani v Preglednici I.  
Preglednica I. Srednje zaviralne koncentracije sintetiziranih spojin 7, 13, 23, 24 in 25 na 
rekombinantni DNA-girazi ter topoizomerazi IV iz bakterij Escherichia coli in 
Staphylococcus aureus. 
          
                                 13                                                        7,  23,  24,  25                                                                                                     
 
spojina R1 R2 IC50 (nM)a 








- < 10 > 1000 15 90 
24 - N-etil < 10 > 1000 21,5 797 
23 - N-ciklopropil 24 ± 1 > 1000 274 > 1000 
7 - N-izopropil 320 ± 170 > 1000 > 1000 > 1000 
25  N-CH2CH2OMe 361 / / / 
a Koncentracija zaviralca, ki povzroči za 50 % zmanjšanje aktivnosti encima. 
/ = ni bilo testirano  
 
Vsem končnim sintetiziranim spojinam, ki smo jih biološko ovrednotili in rezultate 
predstavili v Preglednici I, je skupen osnovni skelet benzo[d]tiazol-6-karboksilna kislina, na 
katerega imajo na mesto 2 pripet 3-kloro-4-bromo-5-metil-1H-pirol-2-karboksamid ali 3,4-
dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksamid. Spojine s 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirolnim 
obročem se med seboj razlikujejo po strukturi substituenta, ki je vezan na dušikov atom 
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amidne skupine. Z uvedbo substituenta na amidno skupino smo poskušali doseči predvsem 
hidrofobne interakcije in porušiti planarnost molekule, kar bi lahko vodilo do boljše topnosti. 
Na podlagi rezultatov lahko sklepamo, da so vse končne spojine dokaj dobri zaviralci DNA-
giraze iz bakterije E. coli, saj zavirajo delovanje encima v nanomolarnem koncentracijskem 
območju. Najboljše zaviralno delovanje na DNA-girazo iz bakterije E. coli sta imeli spojini 
13 in 24 (IC50 obeh spojin < 10 nM), primerljivo zaviralno delovanje je imela tudi spojina 
23 (IC50 = 24 ± 1 nM). Spojini 13 in 24 sta izkazali dobro zaviralno delovanje tudi na DNA-
girazo iz bakterije S. aureus (IC50 (13) = 15 nM, IC50 (24) = 21,5 nM). Spojina 23 je izkazala 
nekoliko slabše zaviralno delovanje na DNA-girazo iz S. aureus, vendar je njena aktivnost 
še vedno v nanomolarnem koncentracijskem območju (IC50 = 274 nM). Med sintetiziranimi 
končnimi spojinami sta najboljše zaviralno delovanje na topoizomerazo IV iz S. aureus 
izkazali spojini 13 (IC50 = 90 nM) in 24 (IC50 = 797 nM). Vse končne spojine so zavirale 
topoizomerazo IV iz bakterije E. coli z vrednostjo IC50, ki je bila višja od zgornje vrednosti 
intervala za določanje (IC50 > 1000 nM). Ob primerjavi zaviralnih aktivnosti na DNA-girazo 
in topoizomerazo IV iz bakterij E. coli ter S. aureus vidimo, da so spojine izkazale slabše 
aktivnosti na DNA-girazo iz S. aureus in na topoizomerazo IV iz bakterij E. coli ter S. 
aureus. Razlog za to je lahko v volumsko manjšem hidrofobnem žepu za vezavo 
pirolamidnega fragmenta v ATP-vezavnem mestu na DNA-girazi iz bakterije S. aureus in 
na topoizomerazi IV iz bakterij E. coli ter S. aureus (46). 
Spojine 7, 23, 24 in 25 se razlikujejo po substituentu na dušikovem atomu amidne skupine. 
Najboljše rezultate je dosegla spojina 24, ki ima vezano etilno skupino. Spojina 23, ki ima 
na amidno skupino vezan ciklopropil, je tudi delovala zaviralno na DNA-girazo iz bakterij 
E. coli in S. aureus v nanomolarnem območju.  
S pomočjo molekulskega sidranja smo preučevali vezavo spojine 7 v GyrB iz bakterije 
Escherichia coli. Sidranje je izvedel izr. prof. dr. Tihomir Tomašič, mag. farm. Pirolamidni 
del spojine 7 se veže v hidrofobni žep ATP-vezavnega mesta, kamor se sicer veže adeninski 
fragment molekule ATP. 3,4-dikloro-5-metil-1H-pirol-2-karboksamidni del spojine tvori 
dve vodikovi vezi, in sicer se ena neposredna vodikova vez tvori med NH skupino pirola in 
stransko verigo Asp73, ena posredna vodikova vez pa preko molekule vode med sosednjo 
karbonilno skupino amida in Asp73. Prosta aromatska karboksilna skupina na mestu 6 
benzotiazolnega obroča tvori dve vodikovi vezi z aminokislinskim ostankom Arg136. 
Predvidena vezava spojine 7 je prikazana na Sliki 16. 
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Slika 16. Predvidena vezava spojine 7 v GyrB iz E. coli. Črne črtkane črte prikazujejo 
vodikove vezi, ki se tvorijo z Asp73 in Arg136. Encim je prikazan s sivo barvo, zaviralec pa 
z modro barvo. Molekula vode je prikazana kot rdeča kroglica. 
Raziskovanje je usmerjeno v odkrivanje spojin, ki bi imele zaviralno delovanje tako na 
DNA-girazo kot tudi na topoizomerazo IV določene bakterije, saj je v tem primeru manjša 
možnost razvoja bakterijske odpornosti zaradi mutacije tarče. S tega vidika sta v primeru 
naših končnih sintetiziranih spojin dobri spojini 13 in 24, ki sta zavirali delovanje tako DNA-
giraze kot tudi topoizomeraze IV iz bakterije S. aureus, in sicer v nanomolarnih 
koncentracijah.  
5.2.2. Protibakterijsko delovanje 
Protibakterijsko delovanje so končnim spojinam 7, 13, 23 in 24 določali v Biološkem 
raziskovalnem centru na Madžarskem na po Gramu pozitivnih bakterijskih sevih 
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus aureus ATCC 43300 (MRSA) in 
Enterococcus faecalis ATCC 29212 ter po Gramu negativnih sevih Acinetobacter 
baumannii ATCC 17978, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27863, Klebsiella pneumoniae 
ATCC 10031 in Escherichia coli ATCC 25922. Sintetizirana spojina 25 je bila vrednotena 
v okviru projekta ENABLE na Univerzi v Uppsali na Švedskem na malenkost drugačnih 
sevih, in sicer Staphylococcus aureus ATCC 29213, Acinetobacter baumannii ATCC 19606, 
Pseudomonas aeruginosa PAO1, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 in Escherichia coli 
ATCC 25922. Rezultati vrednotenja protibakterijskega delovanja so predstavljeni v 
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Preglednici II kot minimalne inhibitorne koncentracije (MIC), tj. najnižje koncentracije 
spojin, ki zavrejo rast bakterij za več kot 90 %. 
Preglednica II. Rezultati testiranja minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) 
sintetiziranih zaviralcev DNA-giraze in/ali topoizomeraze IV. 
 
spojina 
MIC (µg/mL) a 











13 0,125 2 0,0625 4 8 2 > 64 
24 0,125 8 0,125 16 > 64 16 32 
23 2 2 0,25 > 64 > 64 64 > 64 
7 32 16 32 ≥ 32 ≥ 32 ≥ 32 ≥ 32 
25 8 / / > 64 > 64 > 64 > 64 
a Najnižja koncentracija spojine, ki zavre rast bakterij za ≥ 90 %. 
b Sev bakterije S. aureus, ki je odporen na meticilin. 
/ = ni bilo testirano 
 
Vidimo (Preglednica II), da so imele spojine boljše protibakterijsko delovanje proti po 
Gramu pozitivnim bakterijam kot proti po Gramu negativnim bakterijam. Najverjetnejši 
razlog za slabše delovanje proti po Gramu negativnim bakterijam je nizka znotrajcelična 
koncentracija spojin, ki je lahko posledica (i) njihovega zmanjšanega prodiranja skozi 
bakterijsko celično steno, ki je pri po Gramu negativnih bakterijah bolj kompleksna kot pri 
po Gramu pozitivnih bakterijah, ali (ii) aktivnega črpanja zaviralcev iz bakterijskih celic z 
efluksnimi črpalkami. Spojine 13, 23 in 24 so sicer v encimskih testih izkazale dobro 
zaviralno delovanje na DNA-girazo iz bakterije E. coli, vendar proti tej bakteriji niso 
izkazale protibakterijskega delovanja. Poleg zaviralnega delovanja na encim so namreč za 
protibakterijsko delovanje pomembne tudi ustrezne fizikalno-kemijske lastnosti in 
sposobnost izogibanja različnim mehanizmom bakterijske odpornosti.  
Spojine so najboljše protibakterijsko delovanje izkazale proti po Gramu pozitivni bakteriji 
E. faecalis, z vrednostmi MIC 0,0625 µg/mL (spojina 13), 0,125 µg/mL (spojina 24) in 0,25 
µg/mL (spojina 23). Spojini 13 in 24 sta izkazali enako protibakterijsko aktivnost proti S. 
aureus (MIC = 0,125 µg/mL). Večina testiranih spojin je protibakterijsko delovala  slabše 
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proti sevu bakterije S. aureus, ki je odporen na meticilin, v primerjavi z divjim sevom S. 
aureus. Vrednost MIC spojine 23 je bila v obeh primerih enaka (MIC = 2 µg/mL), spojina 7 
pa je izkazala dvakrat nižjo vrednost MIC v primeru seva S. aureus, ki je odporen na 
meticilin (MIC (MRSA) = 16 µg/mL). Spojini 13 in 23 sta izkazali protibakterijsko 
delovanje proti S. aureus, ki je odporen na meticilin (MIC = 2 µg/mL). Med sintetiziranimi 
spojinami je imela le spojina 13 šibkejše protibakterijsko delovanje proti po Gramu 
negativnim bakterijam, in sicer proti K. pneumoniae (MIC = 2 µg/mL), A. baumannii (MIC 























 Za uspešen boj proti bakterijskim okužbam sta pomembna tako razvoj novih 
protibakterijskih učinkovin kot tudi večja preudarnost pri njihovi uporabi v zdravstvu 
in živinoreji. 
 V okviru magistrske naloge smo načrtovali in sintetizirali pet novih ATP-
kompetitivnih zaviralcev DNA-giraze B na osnovi benzotiazolnega skeleta. Spojine 
tega tipa so izredno močni zaviralci DNA-giraze, ki izkazujejo delovanje proti po 
Gramu pozitivnim in negativnim bakterijam. Z optimizacijo spojin, tako tekom 
njihovega načrtovanja kot sinteze, smo s strukturnimi spremembami želeli dodatno 
raziskati odnos med strukturo in delovanjem (SAR), doseči močno zaviralno 
delovanje na DNA-girazo in topoizomerazo IV ter ohraniti širokospektralno 
protibakterijsko delovanje.  
 Med sintetiziranimi spojinami se je kot najboljša izkazala spojina 13, ki je dosegla 
vrednost IC50 < 10 nM na DNA-girazi iz bakterije E. coli, IC50 15 nM na DNA-girazi 
iz bakterije S. aureus ter IC50 90 nM na topoizomerazi IV iz bakterije S. aureus. 
Izkazala je tudi dobro protibakterijsko delovanje proti po Gramu pozitivnima 
bakterijama S. aureus (MIC = 0,125 µg/mL) in E. faecalis (MIC = 0,0625 µg/mL) 
ter šibkejše protibakterijsko delovanje proti sevu bakterije S. aureus, ki je odporen 
na meticilin (MIC = 2 µg/mL), in proti po Gramu negativnim bakterijam K. 
pneumoniae (MIC = 2 µg/mL), A. baumannii (MIC = 4 µg/mL) ter P. aeruginosa 
(MIC = 8 µg/mL). Spojina 13 torej predstavlja odlično izhodišče za nadaljnjo 
optimizacijo.  
 Za doseganje dobrega protibakterijskega delovanja so poleg učinkovitega 
zaviralnega delovanja na encim potrebne tudi ustrezne fizikalno-kemijske lastnosti, 
ki jih bo potrebno pri nadaljnji optimizaciji tega strukturnega tipa spojin še izboljšati, 
da bi dosegli njihovo čim večje prehajanje tudi v Gram-negativne bakterije. Te  so 
namreč zaradi kompleksne zgradbe njihovih zunanjih membran in sposobnosti 
odstranjevanja spojin s pomočjo efluksnih črpalk, odporne proti številnim 
protibakterijskim učinkovinam. 
 Rezultati, ki smo jih pridobili v okviru te magistrske naloge, pomembno prispevajo 
k razumevanju odnosa med strukturo in delovanjem ter dajejo pomembne 
informacije za odkrivanje novih zaviralcev benzotiazolnega tipa z močnejšim, 
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dvojnim tarčnim delovanjem na DNA-girazo in topoizomerazo IV ter 
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Preglednica III. Razdelitev znanih topoizomeraz in njihova struktura. Prirejeno po (11, 13). 
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